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INTRODUCCIÓN
 
1. Las quinasas y su importancia en la regulación de procesos clave en la célula  
 
Las proteínas quinasa o quinasas son enzimas que catalizan la unión covalente de un 
grupo fosfato a residuos de Serina, Treonina o Tirosina (aminoácidos susceptibles de ser 
fosforilados ya que contienen un grupo hidroxilo) en proteínas celulares específicas. A través de 
esta fosforilación, las quinasas pueden controlar propiedades como la actividad enzimática de 
las proteínas sustrato, su localización subcelular, su interacción con otras proteínas y otras 
moléculas (como ácidos nucleicos, etc.) y su degradación (Hanks, Quinn et al. 1988; Hanks and 
Hunter 1995; Yaffe and Elia 2001; Johnson and Lapadat 2002).  
La mayoría de los procesos biológicos son regulados por reacciones de fosforilación 
reversible mediada por quinasas y fosfatasas (Hunter 1987; Karin and Hunter 1995). Las 
proteínas quinasas median en gran parte de las rutas de transducción de señales de las células 
eucariotas, siendo la fosforilación la modificación postraduccional más usada en situaciones en 
las que se necesita una rápida modulación de la actividad de factores de transcripción en 
respuesta a señales procedentes de receptores de la superficie celular (Karin and Hunter 1995). 
Mediante la modificación de la actividad de sus proteínas sustrato, las quinasas controlan 
procesos como la transcripción génica, la progresión del ciclo celular, el metabolismo celular, 
las reorganizaciones del citoesqueleto y el movimiento celular, la apoptosis y la diferenciación 
(Hunter 1995). La fosforilación de proteínas también juega un papel esencial en la 
comunicación intercelular durante el desarrollo, las respuestas fisiológicas implicadas en el 
mantenimiento de la homeostasis y el funcionamiento de los sistemas nervioso e inmune 
(Manning, Whyte et al. 2002). La importancia de la fosforilación como moduladora de las 
funciones celulares se puede comprobar observando que el genoma humano codifica unas 600 
quinasas aproximadamente (Manning, Whyte et al. 2002), constituyendo cerca del 2% de todos 
los genes. Además, se calcula que el 30% del proteoma celular es susceptible de variar su 
actividad por acción de alguna quinasa. 
La desregulación de proteínas quinasas juega un papel fundamental en desórdenes 
fisiológicos como las enfermedades humanas (Hunter 1987). Muchas de las proteínas 
oncogénicas conocidas son quinasas (Hunter 1997; Blume-Jensen and Hunter 2001; Yang, Yu 
et al. 2003; Futreal, Coin et al. 2004). 
El objeto de nuestro estudio es la quinasa humana VRK1 (del inglés Vaccinia-Related 
Kinase 1), que fue identificada como consecuencia de la búsqueda de nuevos genes humanos 
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2. La quinasa humana VRK1 
  
 La proteína humana VRK1 fue identificada inicialmente como una EST (término inglés 
que se usa para designar al producto de un gen que se expresa en una célula) mediante 
hibridación y secuenciación a partir de una librería de ADNc (ADN complementario al ARNm,  
que por tanto no contiene intrones) proveniente de tejidos fetales (con alta tasa de proliferación 
celular), que fue realizada con el objetivo de identificar nuevos genes implicados en el control 
de la replicación del ADN y la progresión del ciclo celular, o lo que es lo mismo, implicados en 
la regulación de la división y crecimiento celulares (Nezu, Oku et al. 1997). Al gen que 
codificaba ese producto génico (situado en el cromosoma 14q32) y a la proteína de 396 
aminoácidos resultante de la traducción del mismo se los denominó VRK1 (del inglés Vaccinia-
Related Kinase 1) y ese nombre fue dado por la homología de esa proteína con la proteína 
Serina/Treonina quinasa B1R del virus Vaccinia (miembro prototípico de la familia de los 
Poxvirus), que es una quinasa de expresión temprana durante la infección viral y que tiene un 
papel esencial en la replicación del ADN del virus (Nezu, Oku et al. 1997).  
Posteriormente se demostró que esa proteína inicialmente identificada como nueva 
putativa Serina/Treonina quinasa, que contenía un motivo de unión a ATP y un sitio quinasa 
activo en su secuencia (Nezu, Oku et al. 1997), era efectivamente una Serina/Treonina quinasa 
activa, con una intensa actividad de autofosforilación en residuos de Serina y Treonina in vitro, 
capaz de fosforilar al factor de transcripción y supresor de tumores p53 en el residuo Treonina-
18, con una señal de localización nuclear en su secuencia (Fig.1) y distantemente relacionada 









La parte amino terminal de VRK1, en la que se encuentra su dominio catalítico, tiene 
similitud con el dominio catalítico de la caseína quinasa tipo 1δ, mientras que la parte carboxilo 
terminal no presenta homología con ninguna otra proteína conocida, estando posiblemente 
implicada en la regulación de la quinasa y en la interacción con otras proteínas (Lopez-Borges 











Figura 1. Estructura de la proteína VRK1. Dentro de la secuencia de 396 aminoácidos de la proteína 
humana VRK1 encontramos un motivo de unión a ATP y un sitio quinasa activo, necesarios para su 
actividad como proteína quinasa, y una señal de localización nuclear.  
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2.1. VRK1 en el quinoma humano 
 El quinoma humano es el conjunto de todas las quinasas humanas catalogadas y 
clasificadas filogenéticamente y ordenadas en familias. En esta clasificación, dentro del grupo 
de las caseína quinasas tipo 1 (CK1) se encuadra la familia de quinasas VRK (del inglés 






















La familia de quinasas humanas VRK está constituida por tres miembros: VRK1, objeto 
de estudio de este trabajo; VRK2, con dos isoformas distintas A y B, generadas por maduración 
alternativa de su ARNm (Blanco, Klimcakova et al. 2006), localizándose VRK2A en el retículo 
endoplásmico y en la envuelta nuclear (Nichols and Traktman 2004; Blanco, Klimcakova et al. 
2006) y VRK2B en el núcleo (Blanco, Klimcakova et al. 2006); y VRK3, que es nuclear e 
inactiva como quinasa debido a una sustitución en aminoácidos clave dentro del dominio 
catalítico (Nichols and Traktman 2004). 
La quinasa humana VRK1 es el miembro más caracterizado de la familia de las VRK, 
que han sido agrupadas dentro de la rama evolutiva de la familia CK1 por su homología en el 
dominio catalítico (Lopez-Borges and Lazo 2000), aunque divergieron pronto de ella en la 
evolución y están relacionadas sólo de forma distante (Manning, Whyte et al. 2002). 
Figura 2. VRK1 en el quinoma humano. VRK1 forma parte de la familia de las VRK que divergieron pronto en 
la evolución a partir de la rama de las caseína quinasas tipo 1 (CK1) (Manning, Whyte et al. 2002).  
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2.2. Proteínas homólogas a VRK1 en otros organismos y sus funciones 
La quinasa B1R del virus Vaccinia es una quinasa de expresión temprana necesaria para 
la síntesis y replicación del ADN del virus (Nezu, Oku et al. 1997), que además es capaz de 
interferir con la respuesta de la célula infectada mediante la inducción de una regulación 
negativa de p53 por fosforilación del mismo en varios residuos (Santos, Vega et al. 2004). 
En las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe existen 
proteínas homólogas a VRK1 (genes Hrr25 y Hhp1 respectivamente) que están implicadas en 
respuesta a daño en el ADN y división celular (Hoekstra, Liskay et al. 1991; Dhillon and 
Hoekstra 1994; Ho, Mason et al. 1997). El mutante nulo para esta proteína en S. cerevisiae 
presenta crecimiento lento además de otras anormalidades en el ciclo celular e hipersensibilidad 
al daño en el ADN (Ho, Mason et al. 1997). 
El silenciamento mediante ARN de interferencia de la VRK-1 (gen F28B12.3) del 
gusano nematodo Caenorhabditis elegans produce un fenotipo letal embrionario con diversos 
fallos en las divisiones celulares del embrión temprano, como defectos en la organización de la 
cromatina y del huso mitótico, y un fenotipo de crecimiento lento en los individuos adultos 
(Piano, Schetter et al. 2002; Kamath, Fraser et al. 2003; Simmer, Moorman et al. 2003). 
Recientemente se ha propuesto que la VRK-1 de C. elegans tiene un papel esencial en la 
regulación de la fosforilación y localización de BAF, un factor necesario para la asociación de la 
cromatina con proteínas de la membrana del núcleo durante la formación de la envuelta nuclear 
después de la mitosis (Gorjanacz, Klerkx et al. 2007). 
La quinasa homóloga de VRK1 en la mosca Drosophila melanogaster (Morrison, 
Murakami et al. 2000) se denomina NHK-1 y es capaz de fosforilar a la histona H2A en un 
residuo importante para el código de histonas y relacionado con progresión del ciclo celular 
(Aihara, Nakagawa et al. 2004). La quinasa NHK-1 es necesaria para el mantenimiento de la 
arquitectura y dinámica cromosómica en la mitosis y meiosis en los oocitos de Drosophila 
melanogaster (Ivanovska, Khandan et al. 2005) y es esencial en la regulación de la progresión 
de la mitosis y la meiosis en este organismo (Cullen, Brittle et al. 2005). Además, recientemente 
se ha descubierto que esta quinasa también es capaz de fosforilar a BAF, lo cual es necesario 
para la correcta segregación cromosómica en la meiosis de los oocitos de D. melanogaster 
(Lancaster, Cullen et al. 2007). 
En el ratón Mus musculus, la proteína VRK1, anteriormente descrita como 51PK 
(Zelko, Kobayashi et al. 1998), posee una homología del 87% con la proteína humana y es una 
quinasa exclusivamente nuclear que presenta una alta autofosforilación en residuos de Serina. 
Se han encontrado tres formas distintas de su ARN mensajero, que se expresan en varios tejidos, 
con altos niveles en testículos, bazo, pulmón e hígado (Zelko, Kobayashi et al. 1998; Nichols 
and Traktman 2004). Los niveles más altos de expresión de ARNm de VRK1 coinciden con el 
momento en el que hay máxima expansión celular durante el desarrollo hematopoyético de 
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embriones murinos (Vega, Gonzalo et al. 2003) y esto también ocurre durante el desarrollo de la 
retina del ratón (Dorrell, Aguilar et al. 2004). 
También se sabe que existen homólogos de VRK1 en el mosquito Anopheles gambiae, 
el pez cebra Dario rerio, el anfibio Xenopus laevis, el ave Gallus gallus, en mamíferos como el 
mono africano verde Cercopithecus aethiops, el chimpancé Pan troglodytes, el perro Canis 
familiares y la rata Rattus norvegicus (Hoffmann and Valencia 2004).  
 
2.3. Expresión de VRK1 humana  
El ARN mensajero de VRK1 humana se expresa en todos los tejidos examinados, 
existiendo niveles de expresión especialmente altos en tejidos con gran cantidad de células 
proliferativas o con alta tasa de proliferación celular como son el hígado fetal, el timo fetal y los 
testículos. Además, también se encontraron niveles altos de expresión de su ARNm en varias 
líneas celulares provenientes de cánceres. Por todo ello se postuló un posible papel de la quinasa 
humana VRK1 en crecimiento celular y tumorigénesis (Nezu, Oku et al. 1997). 
 La proteína VRK1 humana se expresa en todas las líneas celulares humanas tumorales y 
normales probadas, detectándose niveles de expresión menores en las líneas celulares normales 
que en las tumorales (Valbuena, Lopez-Sanchez et al. 2007).  
En el contexto de la ruta de p53 y de diferentes marcadores tumorales o de fenotipo 
proliferativo en tumores de cabeza y cuello de célula escamosa, los niveles de expresión de 
proteína VRK1 varían de unos tumores a otros, pero correlacionan positivamente con los de p53 
y otras proteínas de respuesta a p53, como Mdm2 y p21. Además, los niveles de VRK1 también 
correlacionan positivamente con varias proteínas relacionadas con proliferación celular, como 
son CDK2, CDK6, CDK1, Ciclinas A y B1, Rb fosforilado, Survivina y Ki67. Por lo tanto, los 
niveles de proteína de VRK1 se comportan como marcador proliferativo en estos tumores de 
cabeza y cuello de célula escamosa (Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006).  
Algunos estudios han encontrado también que bajos niveles del inhibidor del ciclo 
celular p27 correlacionan con altos niveles de VRK1. 
 Además, bajos niveles de VRK1, junto con bajos niveles de otros genes relacionados 
con proliferación, ciclo celular y mitosis, podría ser un marcador de buen pronóstico en tumores 
de mama con respecto a los que tienen VRK1 sobreexpresada (Fournier, Martin et al. 2006). 
 
2.4. Localización subcelular de VRK1 humana 
 A pesar de tener una señal de localización nuclear en su secuencia (Lopez-Borges and 
Lazo 2000), la localización subcelular de la quinasa humana VRK1 endógena varía 
dependiendo del tipo celular y las condiciones de crecimiento. Lo más común es que se 
encuentre en el núcleo de las células, excluida del nucleolo, pero en algunas casos se encuentra 
en el citoplasma y a veces particularmente dentro del aparato de Golgi (Lazo PA 2007; 
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Valbuena, Lopez-Sanchez et al. 2007), e incluso en alguna ocasión ha sido descrita como 
quinasa nucleolar (Andersen, Lam et al. 2005); en esos casos ocasionales se observa sólo en el 
nucleolo y no en el resto del núcleo (Lazo PA 2007). Cómo se regula esta diferente localización 
subcelular es algo que todavía no se conoce.  
 Cuando se sobreexpresa, mediante transfección en líneas celulares, la proteína 
quimérica de VRK1 fusionada a la proteína fluorescente verde GFP muestra una localización 
exclusivamente nuclear (Lopez-Borges and Lazo 2000), y lo mismo ocurre mediante 
transfección de otros plásmidos que expresan VRK1 exógenamente asociada a diferentes 
epítopos. 
 
 2.5. Sustratos y funciones de VRK1 humana 
En cuanto a los sustratos de la quinasa VRK1 humana y su función en la célula, desde 
un principio, como se explica anteriormente, se postuló un posible papel en proliferación celular 
y tumorigénesis (Nezu, Oku et al. 1997). Ese papel de VRK1, sus sustratos y más 
concretamente sus funciones en la célula humana es lo que todavía se está tratando de descubrir 
a través de diferentes estudios, incluido este trabajo. 
Esta quinasa presenta una alta actividad de autofosforilación en varios residuos de 
Serina y Treonina, propiedad que comparte con las caseína quinasas (Flotow, Graves et al. 
1990; Nichols and Traktman 2004). En relación con estas, que es el grupo con el que está 
distantemente relacionada, VRK1 presenta una actividad quinasa característica, ya que fosforila 
tanto a proteínas ácidas (fosvitina y caseína) como básicas (proteína básica de mielina MBP e 
Histona 2b) (Lopez-Borges and Lazo 2000). En cuanto a su actividad bioquímica, muestra una 
dependencia por cationes divalentes como Mn2+, Mg2+ y Zn2+; además, VRK1, a diferencia de 
las caseína quinasas, es capaz de usar GTP como donador de fosfato, aunque con menos 
afinidad que por el ATP (Barcia, Lopez-Borges et al. 2002). 
  
 2.5.1. Sustratos de VRK1 
  La fosforilación de factores de transcripción es un extendido mecanismo para la 
regulación de la señalización celular y la expresión génica (Karin and Hunter 1995). Como 
sustratos de VRK1 se han encontrado hasta ahora los factores de transcripción p53 (Lopez-
Borges and Lazo 2000; Barcia, Lopez-Borges et al. 2002; Vega, Sevilla et al. 2004; Kwon, Choi 
et al. 2005; Toledo and Wahl 2006), ATF2 (Sevilla, Santos et al. 2004 b) y c-Jun (Sevilla, 
Santos et al. 2004 a).  
 VRK1 fosforila al supresor de tumores p53 específicamente en el residuo 
Treonina-18, residuo que es esencial para la interacción de este factor de transcripción con su 
inhibidor Mdm2 (Lopez-Borges and Lazo 2000; Schon, Friedler et al. 2002). VRK1 tiene una 
Km por p53 de 1μM, concentración que es consistente con los niveles de proteína p53 
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intracelulares (Barcia, Lopez-Borges et al. 2002). Por lo tanto, VRK1, a través de esta 
fosforilación de p53 en Treonina-18, constituye una nueva quinasa capaz de regular la ruta de 
p53 (Lopez-Borges and Lazo 2000; Toledo and Wahl 2006). Mediante esta fosforilación, que 
previene la interacción de p53 con Mdm2 y colabora con p300 en la acetilación de p53, VRK1 
funciona como un mecanismo que controla las proteínas que interaccionan con p53 modificando 
así su estabilidad y actividad. VRK1 es capaz de inducir la acumulación y estabilización de un 
p53 transcripcionalmente activo que es capaz de inducir transcripción de sus genes diana 
específicos y por tanto de activar la respuesta dependiente de p53. De esta manera, VRK1 se 
convierte en un activador de p53, siendo el primer paso en una nueva ruta que regula la 
actividad de p53 durante la proliferación celular normal (Vega, Sevilla et al. 2004).  
 VRK1 también fosforila al factor de transcripción ATF2, que es un regulador de 
genes implicados en crecimiento celular, diferenciación, respuesta inmune y respuesta a estrés 
(Livingstone, Patel et al. 1995; van Dam, Wilhelm et al. 1995), y que también ha sido implicado 
en proliferación celular y oncogénesis (van Dam and Castellazzi 2001). VRK1 fosforila a ATF2 
en sus residuos Serina-62 y Treonina-73 y es capaz de activar la transcripción dependiente de 
ATF2, convirtiéndose así en una quinasa capaz de regular transcripción génica (Sevilla, Santos 
et al. 2004 b).  
 Finalmente, en cuanto a lo que se refiere a la fosforilación de factores de 
transcripción, VRK1 induce la estabilización y acumulación del factor de transcripción c-Jun, 
implicado en diferentes funciones celulares en respuesta a diversos estímulos, mediante 
fosforilación en sus residuos de Serina-63 y Treonina-73, lo cual es capaz de estimular la 
transcripción dependiente de dicho factor de transcripción. Además, VRK1 coopera con JNK en 
la activación de c-Jun (Sevilla, Santos et al. 2004 a). 
 Aparte de la fosforilación de factores de transcripción, recientemente se ha visto 
que VRK1 es capaz de fosforilar a BAF, un factor necesario para la formación de la envuelta 
nuclear después de la mitosis. A través de esta fosforilación, VRK1 podría regular la asociación 
de BAF con diferentes componentes nucleares como la matriz nuclear y la cromatina. Por todo 
ello se ha implicado a VRK1 en el correcto mantenimiento de la arquitectura nuclear (Nichols, 
Wiebe et al. 2006). Y por último, también recientemente, se ha demostrado que VRK1 es capaz 
de fosforilar a la histona H3, que tiene un papel en la condensación de la cromatina durante la 
mitosis (Kang, Park et al. 2007). 
 
 2.5.2. Funciones de VRK1 
 Se ha demostrado que la quinasa humana VRK1 (y también la de ratón) es 
capaz de complementar el fenotipo letal, debido a defectos en replicación del ADN, de mutantes 
del virus Vaccinia defectivos en la quinasa B1R. VRK1 catalíticamente activa es capaz de 
rescatar la síntesis de ADN viral, pero no es capaz de fosforilar a otras proteínas que son 
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sustrato de B1R, por lo tanto, VRK1 puede llevar a cabo las funciones de B1R necesarias para 
la replicación del genoma, probablemente por tener dianas celulares o virales similares, pero no 
exactamente iguales (Boyle and Traktman 2004). Por esto y por su localización nuclear, se ha 
supuesto que VRK1 participa en el metabolismo del ADN celular (Nichols and Traktman 2004). 
Además, relacionado con esto, recientemente se ha encontrado que VRK1 sería una de las 
quinasas presentes en la célula hospedadora que estaría implicada en la replicación del ADN del 
virus de la Hepatitis C, ya que juega un papel importante en la propagación del replicón de 
dicho virus (Supekova, Supek et al. 2007).  
 Aparte, se sabe que VRK1 regula la transcripción génica incrementando la 
actividad de los promotores de los genes de CDK2 y Survivina, por lo tanto VRK1 podría jugar 
un papel en la regulación del ciclo celular y es probable que represente un nuevo mecanismo de 
control del ciclo celular, particularmente en fase G1/S (Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006).  
 Otros datos que nos pueden dar pistas acerca de las posibles funciones de VRK1 
son, por ejemplo, los siguientes: 
 En pacientes de leucemia mielode crónica se han encontrado diferencias en la 
expresión de varios genes entre los pacientes que responden y los que no responden a Imatinib. 
Uno de esos genes es VRK1, pero no se conoce muy bien la validez y la implicación clínica de 
estos resultados (McLean, Gathmann et al. 2004). 
 También se ha encontrado que VRK1 podría ser una de las quinasas implicadas 
en regulación de la endocitosis (Pelkmans, Fava et al. 2005).  
 Recientemente se ha visto que VRK1 también aparece en complejos de la 
maquinaria general de iniciación de la transcripción asociados a la cromatina, junto con 
diferentes factores de ensamblaje, histonas y la acetiltransferasa p300 (Guermah, Palhan et al. 
2006).  
 
 2.6. Regulación de VRK1 humana 
Todavía se conoce muy poco en cuanto a lo que se refiere a la regulación de la actividad 
quinasa de VRK1 o su posible estimulación, sin embargo, existen ciertos datos previos acerca 
de la regulación de la expresión del gen y la posible regulación postraduccional de la proteína, 
que nos pueden proporcionar algunas pistas.  
Según un estudio en el que se eliminó la expresión del regulador del ciclo celular Rb 
con ARN de interferencia, VRK1 sería un gen regulado positivamente por E2F (un factor de 
transcripción clave en la transición G1/S del ciclo celular y la replicación del ADN (Cam and 
Dynlacht 2003) además de otras funciones relacionadas con proliferación celular (Dimova and 
Dyson 2005)) ya que VRK1 contendría un sitio de unión a E2F en su promotor (Semizarov, 
Kroeger et al. 2004). VRK1 es un gen diana de la ruta de Rb que es regulado positivamente por 
E2F y negativamente por Rb y p16 (Vernell, Helin et al. 2003). Posteriormente se ha visto cómo 
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los niveles de proteína de VRK1 aumentan en respuesta a E2F1 y se reducen en respuesta a Rb 
y p16 en líneas celulares (Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006).  
Además, VRK1 sería un gen regulado positivamente tras la inducción del factor de 
transcripción Myc, implicado en proliferación celular y que se activa en respuesta a factores 
mitogénicos y es reprimido por señales antiproliferativas (Schuhmacher, Kohlhuber et al. 2001). 
También se ha encontrado VRK1 en un análisis de proteínas asociadas a la cromatina inducidas 
por Myc (Shiio, Eisenman et al. 2003).  
Aparte, se ha visto disminución de la expresión de VRK1 en respuesta a interferón-γ 
(IFNγ) en queratinocitos. IFNγ disminuye la expresión de varios genes implicados en ciclo 
celular y replicación del ADN, y también de VRK1, en un programa encaminado a evitar la 
infección, la replicación viral y la proliferación celular en queratinocitos, en respuesta a varios 
virus como, por ejemplo, los papilomavirus (Banno, Adachi et al. 2003). 
 Por último en cuanto a lo que a la regulación del gen de VRK1 se refiere, el péptido 
amiloide beta (Aβ), molécula implicada en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer, que 
es capaz de ejercer su efecto tóxico a través de la activación de factores de transcripción, es 
también capaz de activar al gen de VRK1 (Kim, Lee et al. 2003). 
Finalmente, la proteína VRK1 podría ser regulada postraduccionalmente mediante 
sumoilación, modificación que se ha asociado con la regulación de la localización subcelular, 
interacción y actividad enzimática de las proteínas (Anckar and Sistonen 2007; Guo, Yang et al. 
2007), ya que tiene una secuencia susceptible de ser sumoilada en los residuos de Lisina 34 y 35 
(según el programa de predicción de motivos funcionales en proteínas ELM (Puntervoll, 
Linding et al. 2003)). Además, la familia de quinasas humanas Plk, relacionadas con regulación 
de la mitosis, el ciclo celular y la respuesta a daño al ADN y a estrés (Takai, Hamanaka et al. 
2005; Xie, Xie et al. 2005), podrían estar implicadas en la regulación postraduccional de VRK1, 
ya que el residuo Serina-342 de VRK1 es susceptible de ser fosforilado por estas quinasas 
(ELM (Puntervoll, Linding et al. 2003)). Por último, la autofosforilación de los residuos de 
Treonina 305, 312, 355 y 390, situados dentro del dominio regulador del extremo carboxilo 
terminal, también podría estar implicada en esa regulación postraduccional de VRK1 (Barcia, 
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3. El supresor de tumores p53 
Cuando se descubrió la proteína de 53 kilodaltons p53 en 1979, fue inicialmente 
descrita como producto de un oncogen y responsable de varios tipos de cáncer (Chang, 
Simmons et al. 1979; DeLeo, Jay et al. 1979; Kress, May et al. 1979; Lane and Crawford 1979; 
Linzer and Levine 1979), pero su verdadero papel como supresor de tumores no fue descubierto 
hasta diez años más tarde, cuando se mostró como un eficiente inhibidor del crecimiento celular 
con un papel muy relevante en la supresión tumoral, ya que la pérdida de la expresión y función 
normal de la proteína constituía un paso importante en el proceso de transformación (Munroe, 
Rovinski et al. 1988; Baker, Fearon et al. 1989; Eliyahu, Michalovitz et al. 1989; Baker, 
Markowitz et al. 1990). Fue entonces cuando quedó claro que la proteína p53 silvestre actúa 
como supresor de tumores y era p53 mutado o inactivo el que causaba efectos dañinos (Soussi, 
Legros et al. 1994; Vogelstein, Lane et al. 2000). 
p53 es el supresor de tumores más importante de las células humanas y tiene un papel 
crucial en la prevención del cáncer. p53 ha sido descrito como “el guardian del genoma” por su 
papel en la prevención de la acumulación de alteraciones genéticas, tarea que realiza mediante 
la inducción de parada del ciclo celular o apoptosis para evitar la replicación del ADN dañado 
(Lane 1992; Levine 1997; Romer, Klein et al. 2006). Así pues, p53 es un factor de transcripción 
implicado en la regulación del ciclo celular, la iniciación de la muerte por apoptosis y la 
reparación del ADN.  
Todos los días ocurren miles de mutaciones en cada célula del cuerpo humano, incluso 
en ausencia de oncogenes o radiación extrema. Algunas de estas mutaciones podrían provocar 
un tumor, posteriormente cáncer, y finalmente, la muerte del individuo. Para impedir esto, los 
organismos pluricelulares han desarrollado un sistema de control muy eficiente en el cual la 
proteína supresora de tumores p53 es el elemento central. Sólo es posible detectar el daño al 
ADN a tiempo si p53 y las rutas directamente relacionadas con p53 se encuentran intactas 
(Romer, Klein et al. 2006).  
Así, p53 constituye el punto neurálgico de una enorme red de proteínas que están 
implicadas en la integración de numerosas señales (Evan and Vousden 2001; Jin and Levine 
2001) y estímulos como el estrés celular, la presencia de oncogenes o el daño al ADN provocan 
la activación de esta compleja red, de manera que p53 una vez activado se une específicamente 
a secuencias consenso en los promotores de los genes para estimular la transcripción de sus 
genes diana específicos, cuyos productos están implicados en la reparación del ADN o la 
inducción de la muerte celular programada, si esa reparación no es posible. Por lo tanto, como 
hemos dicho, p53 es el mecanismo central de señalización de un sistema crucial en la 
prevención del cáncer, en el cual cientos de proteínas están conectadas entre sí y en el que 
todavía se está tratando de descubrir miembros y las conexiones entre ellos (Romer, Klein et al. 
2006), lo cual forma parte del objetivo de este trabajo. 
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Además, la proteína supresora de tumores de 53 kilodaltons se encuentra mutada 
perdiendo su función normal en el 50% de los cánceres humanos y la mayoría de esas 
mutaciones ocurren en su zona de interacción con el ADN, necesaria para ejercer su función 
normal como factor de transcripción (Soussi, Legros et al. 1994; Ko and Prives 1996; Levine 
1997; Brachmann, Yu et al. 1998; Hernandez-Boussard, Rodriguez-Tome et al. 1999; 
Vogelstein, Lane et al. 2000). Además, se estima que la vía de señalización regulada por p53 
está alterada en el 80% de todos los cánceres (Lozano and Elledge 2000). Los individuos con 
síndrome de Li-Fraumeni, los cuales heredan el gen TP53 mutado, poseen un 50% de 
posibilidades de desarrollar cáncer antes de los 30 años, y la gran mayoría lo padece en edades 
más avanzadas (Malkin, Li et al. 1990). 
 
3.1. Estructura de p53: dominios y su función  
El gen TP53 (Miller, Mohandas et al. 1986) codifica para una proteína de 53 kilodaltons 
de peso molecular que tiene 393 aminoácidos y cuya actividad principal es actuar como factor 
de transcripción transactivando genes a través de su unión a secuencias consenso específicas o 
elementos de respuesta a p53, presentes en los promotores de algunos genes (Kern, Kinzler et al. 
1991; el-Deiry, Tokino et al. 1993). 
Su estructura está organizada en tres principales dominios funcionales, el dominio de 
transactivación en la parte amino terminal, el dominio central de unión a ADN y el dominio de 
oligomerización en la parte carboxilo terminal, aparte de una región rica en prolina (PD) y una 











En la parte amino terminal de la proteína p53 nos encontramos dos zonas importantes, 
el dominio de transactivación y la región rica en prolina. Esta región rica en residuos de prolina 
(aminoácidos 60-97) es reconocida por proteínas que contienen dominios SH3 (dominio de 
homología con Src tipo 3) y se cree que es importante para las funciones apoptóticas de p53 
(Walker and Levine 1996; Sakamuro, Sabbatini et al. 1997; Venot, Maratrat et al. 1998). En 
cuanto al dominio de transactivación de p53 (aa 1-50), es la zona de interacción con varias 
Figura 3. Estructura de p53. Se indica la posición de los tres dominios principales de la proteína p53, 
transactivación, unión a ADN y oligomerización, además de la región rica en prolina (PD) y la señal de 
localización nuclear (NLS). Además, se indica la tasa de mutación encontrada en cánceres de cada una de las 
regiones (Hainaut and Hollstein 2000). 
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proteínas coactivadoras de la maquinaria de transcripción necesarias para activar la expresión de 
los genes diana de p53 (Fields and Jang 1990; Lu and Levine 1995; Thut, Chen et al. 1995) y 
donde también se unen reguladores negativos de p53 como Mdm2 (Levine 1997; Vogelstein, 
Lane et al. 2000; Vousden and Lu 2002). La modificación postraduccional por fosforilación en 
este dominio modifica la estabilidad de la proteína p53 y la interacción con proteínas que 
regulan su actividad transcripcional (Banin, Moyal et al. 1998; Liu, Midgley et al. 2001).   
El dominio central de unión a ADN (aa 100-293) es la región más conservada 
evolutivamente entre especies y es de vital importancia para la unión de la proteína p53 con la 
molécula de ADN, donde reconoce y se une a secuencias específicas en los promotores de los 
genes, denominadas elementos de respuesta a p53. Esta unión es imprescindible para la 
actividad transcripcional de p53 y por tanto para su actividad como supresor de tumores, y es 
por ello que la mayoría de las mutaciones de p53 implicadas en cáncer se localizan en este 
dominio de unión a ADN. Alrededor del 95% de todas las mutaciones tumorigénicas de p53 se 
localizan en este dominio (Hainaut and Hollstein 2000), siendo las más frecuentes de todas ellas 
las de los aminoácidos R248 y R273, de contacto directo con el ADN , y R175, cuya mutación 
induce un cambio conformacional en la estructura de la molécula de p53, que hace imposible su 
unión normal al ADN (Sigal and Rotter 2000; Beroud and Soussi 2003; Romer, Klein et al. 













La parte carboxilo terminal de la proteína p53 (aa 300-393) contiene una región flexible 
de unión a la parte central de la molécula (aa 300-325) y un dominio de oligomerización a 
través del cual interaccionan distintas moléculas de p53 para formar un tetrámero que es activo 
como factor de transcripción (Clore, Omichinski et al. 1994). Por lo tanto, para que p53 pueda 
unirse a las secuencias consenso de los promotores de sus genes diana ha de encontrarse 
formando un tetrámero, para lo cual es imprescindible el dominio de oligomerización (Hupp, 
Meek et al. 1992; Hainaut, Hall et al. 1994; Wang, Reed et al. 1994; Weinberg, Veprintsev et al. 
Figura 4. Dominio de unión a 
ADN de p53. Se observa, a la 
izquierda en azul claro, la estructura 
tridimensional del dominio de unión 
a ADN de la molécula p53 y como 
los residuos de arginina 175, 248 y 
273 dentro de ese dominio, son 
esenciales para la correcta unión de 
p53 con la molécula de ADN (en 
azul oscuro a la derecha). Estos tres 
residuos son los más frecuentemente 
mutados en casos de cánceres 
humanos. 
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2004). También, en la parte carboxilo terminal de la molécula de p53 existe una señal de 
localización nuclear (Shaulsky, Goldfinger et al. 1990) y un dominio con función reguladora 
formado por residuos básicos (aa 363-393) susceptible de varias modificaciones 
postraduccionales como fosforilación, ubiquitinación, sumoilación y acetilación. 
 
3.2. Isoformas de p53 codificadas por el gen TP53 
El gen humano TP53, aparte de la forma normal de p53 silvestre, es capaz de dar lugar a 
diferentes isoformas de p53 mediante el uso de varios promotores y de maduración alternativa 
del ARN mensajero. Se ha descrito que estas variantes de p53 se expresan de forma dependiente 
de tejido y de forma diferente en tejidos normales que en tumorales, además se ha visto que 
estas isoformas pueden tener diferentes funciones y papeles en desarrollo, cáncer y 
envejecimiento (Bourdon, Fernandes et al. 2005; Mills 2005). En general estas isoformas 
mantienen intacto el dominio de unión a ADN de p53 silvestre, sin embargo algunas carecen de 
parte del dominio de transactivación, como ocurre en la isoforma Δ40p53 o p47 (Ghosh, 
Stewart et al. 2004; Bourdon, Fernandes et al. 2005); o del dominio de oligomerización, 
teniendo en su lugar una secuencia de aminoácidos corta diferente de la de p53 silvestre, como 













La isoforma Δ40p53, que carece de los cuarenta primeros aminoácidos, es decir, 
prácticamente todo el dominio de transactivación, actúa como un dominante negativo de la 
actividad transcripcional y la apoptosis mediadas por p53, aunque todavía es capaz de activar 
algunos promotores (Courtois, Verhaegh et al. 2002; Ghosh, Stewart et al. 2004; Bourdon, 
Fernandes et al. 2005). La isoforma p53β que carece del dominio de oligomerización por 
completo y en su lugar tiene una secuencia de aminoácidos corta diferente a la de p53 silvestre, 
y la isoforma p53CΔ60, que carece de los últimos sesenta aminoácidos, por tanto, de casi la 
Figura 5. Algunas isoformas de p53 codificadas por el gen TP53. Se muestra p53 silvestre con sus dominios 
principales y las diferentes isoformas de p53 usadas en este trabajo. 
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totalidad del dominio de oligomerización, están impedidas en oligomerización, por lo tanto no 
pueden tetramerizar de forma normal, aunque no están muy claras sus diferentes funciones en la 
célula (Flaman, Waridel et al. 1996; Bourdon, Fernandes et al. 2005; Mills 2005). 
 
3.3. Regulación de los niveles y la actividad transcripcional de p53 
La regulación de los niveles de la proteína p53 juega un papel muy importante en la 
determinación del destino de una célula y su susceptibilidad al desarrollo de un tumor (Garcia-
Cao, Garcia-Cao et al. 2002; Hemann, Fridman et al. 2003) ya que las respuestas inducidas por 
p53 son controladas mediante la regulación de esos niveles.  
p53 es una proteína extremadamente inestable y sus niveles en la célula se encuentran 
estrictamente controlados, además, debido a su potencial toxicidad para las células normales, su 
actividad está muy finamente regulada en condiciones fisiológicas (Romer, Klein et al. 2006), 
ya que si p53 fuera constantemente activo se produciría un bloqueo permanente del ciclo celular 
o incluso la muerte celular por apoptosis.  
Esta proteína tiene una vida media muy corta (menos de veinte minutos) y en 
condiciones normales, aunque su expresión es normalmente constitutiva, es mantenida a bajos 
niveles en la célula debido a su rápida degradación, y sólo se produce un aumento en sus niveles 
en respuesta a diferentes estímulos de estrés. Por lo tanto, debido a su alta tasa de renovación, en 
condiciones normales en la célula, sólo existen pequeñas cantidades de proteína p53 activa y 
son varios los mecanismos que se encargan de controlar y mantener los niveles de p53, entre los 
cuales los más importantes son la interacción con quinasas, acetil transferasas, chaperonas 
moleculares y antagonistas como Mdm2 (Romer, Klein et al. 2006), cuya principal función es 
provocar diferentes modificaciones postraduccionales en la molécula de p53, de las cuales las 
más importantes son ubiquitinación, fosforilación y acetilación (Fig. 6). 
La estabilidad y los niveles de la proteína p53 en la célula son controlados 
principalmente mediante la interacción con su regulador negativo la ubiquitina ligasa E3 Mdm2 
(Ashcroft, Kubbutat et al. 1999) o con otras ubiquitina ligasas E3 como COP1 (Dornan, Wertz 
et al. 2004), Pirh2 (Leng, Lin et al. 2003) o ARF-BP1 (Chen, Kon et al. 2005; Shmueli and 
Oren 2005). En condiciones normales, Mdm2 interacciona con p53 a través de su dominio de 
transactivación amino terminal. Esta interacción por sí misma es capaz de inhibir la actividad 
transcripcional de p53 ya que previene su interacción con la maquinaria transcripcional. A su 
vez, Mdm2, mediante la ubiquitinación de p53 en varios residuos de lisina del extremo 
carboxilo terminal (Fig. 6), promueve su exportación nuclear (Geyer, Yu et al. 2000) y lo marca 
para su degradación en el proteasoma (Kubbutat, Jones et al. 1997; Jesenberger and Jentsch 
2002), permitiendo la progresión del ciclo celular (Ashcroft, Kubbutat et al. 1999). Las nuevas 
ubiquitina ligasas COP1 y Pirh2 también son reguladores negativos de p53, que dirigen su 
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degradación en el proteasoma mediante su ubiquitinación, y al igual que Mdm2, los genes que 
las codifican son inducidos por el propio p53 (Leng, Lin et al. 2003; Dornan, Wertz et al. 2004). 
Para que se produzca la acumulación, estabilización y activación de p53 en la célula se 
requiere la participación de señales de estrés que promueven la interacción de p53 con otras 
proteínas lo cual da lugar a que se produzcan varias modificaciones postraduccionales en la 
molécula de p53 (Fig. 6), como la fosforilación y la acetilación, que están encaminadas a 
aumentar la estabilidad de p53, ya que evitan su ubiquitinación: la fosforilación en el extremo 
amino previene la interacción con ubiquitina ligasas y promueve la interacción con acetil 
transferasas que lo acetilan en los mismos residuos que antes estaban ubiquitinados (Fig. 6). 
Además esa fosforilación y acetilación de p53 promueve su transporte al núcleo celular, la 
activación de su capacidad de unión a secuencias específicas en el ADN y la activación de su 
dominio de transactivación que le permite interaccionar con la maquinaria de transcripción y así 
poder desarrollar sus funciones como factor de transcripción. 
La proteína p53 contiene 19 residuos de Serina y Treonina que pueden ser fosforilados 
(Fig. 6), tanto en el extremo amino terminal como en el carboxilo terminal regulador 
(Steegenga, van der Eb et al. 1996; Appella and Anderson 2001; Bode and Dong 2004). La 
fosforilación de p53 en su dominio de transactivación, dentro de su región amino terminal, es 
uno de los mecanismos mediante los cuales se regula su interacción con Mdm2 y su actividad 
transcripcional (Ryan, Phillips et al. 2001). Varias quinasas implicadas en respuesta a diferentes 
estímulos de estrés, como por ejemplo daño al ADN o activación de oncogenes, fosforilan a p53 
en su región amino terminal (Meek 1998). Estas fosforilaciones, en general, van encaminadas, 
por un lado, a interrumpir la interacción entre p53 y Mdm2, lo cual hace a p53 menos 
susceptible a la degradación (Vousden 2002; Chène 2003) y por otro lado, a activar la actividad 
transcripcional de p53 (Dumaz and Meek 1999) y la unión de coactivadores a p53 (Dornan and 
Hupp 2001), de manera que, finalmente, todas ellas resultan en la estabilización, acumulación y 
activación de p53 (Shieh, Ikeda et al. 1997; Bode and Dong 2004). En concreto, la fosforilación 
en el residuo Treonina-18, dentro del dominio de transactivación de p53, ha sido implicada 
tanto en la interrupción de la interacción con Mdm2 (Sakaguchi, Saito et al. 2000) como en el 
reclutamiento del coactivador p300, que acetila a p53 en su región carboxilo terminal 
(Sakaguchi, Herrera et al. 1998). Esto provoca una disminución de la degradación de p53, con 
su consiguiente estabilización, y un incremento en la transactivación génica dependiente de la 
actividad de p53.  
La actividad de p53 también es regulada por fosforilación en su región carboxilo 
terminal mediada por diferentes quinasas que responden a estrés, como por ejemplo, la proteína 
quinasa C o la caseína quinasa 2 (Pospisilova, Brazda et al. 2004), que pueden modular su 
estado de oligomerización (Sakaguchi, Sakamoto et al. 1997 a; Sakaguchi, Sakamoto et al. 1997 
b) y estabilizar la interacción de p53 con el ADN.  
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La acetilación de p53 en diferentes residuos de lisina de su extremo carboxilo terminal  
(Fig. 6) también es una modificación importante para la regulación y la activación de p53 (Gu 
and Roeder 1997; Gu, Shi et al. 1997; Grossman 2001; Bode and Dong 2004). El daño al ADN 
y la fosforilación de p53 pueden inducir una cascada de eventos de acetilación durante la cual 
son reclutadas histona acetiltransferasas como p300, CBP y PCAF que regulan la actividad 
transcripcional de p53 y actúan como coactivadores, ya que mediante esa acetilación de p53 
incrementan su unión a secuencias específicas en el ADN (Sakaguchi, Herrera et al. 1998; Liu, 
Scolnick et al. 1999; Yuan, Huang et al. 1999 b; Barlev, Liu et al. 2001; Prives and Manley 
2001; Wang, Tsay et al. 2003). Además, los diferentes complejos transcripcionales que se 
pueden formar por interacción entre p53 y p300/CBP o PCAF, pueden cambiar la especificidad 
de unión de p53 a determinados promotores (Grossman 2001). También juegan un papel 
importante en la estabilización y activación de p53 las interacciones con otras proteínas 
estabilizadoras como MdmX (Stad, Little et al. 2001; Mancini, Gentiletti et al. 2004), la 
proteína proteasa específica de ubiquitina HAUSP que desubiquitina a p53 tras daño al ADN 
(Li, Chen et al. 2002; Li, Brooks et al. 2004) o con la ubiquitina ligasa E3 atípica E4F1, que lo 
ubiquitina en su extremo carboxilo terminal y le cambia el programa transcripcional llevándolo 




















Figura 6. Principales modificaciones postraduccionales de p53. Se indican los residuos que sufren 
modificaciones postraduccionales (fosforilación (P), acetilación (A), ubiquitinación (U) y sumoilación (S)) y las 
proteínas responsables. En general, fosforilación y acetilación son activadoras, mientras que ubiquitinación lo 
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Las modificaciones postraduccionales en la región carboxilo terminal mediante 
acetilación, sumoilación o fosforilación, pueden promover cambios conformacionales que, 
además de provocar la activación de p53, añaden selectividad a la respuesta mediada por el 
mismo (Brooks and Gu 2003). 
Después de esa activación se produce un aumento en la respuesta inducida por p53, que 
varias horas después, una vez que se han producido los efectos biológicos inducidos por p53, es 
seguida por un incremento en sus reguladores negativos que son también sus dianas 
transcripcionales, como Mdm2, el cual lo devuelve a sus niveles basales, en lo que se conoce 
como circuito de autorregulación p53-Mdm2 (Wu, Bayle et al. 1993; Kubbutat, Jones et al. 
1997; Juven-Gershon and Oren 1999; Bar-Or, Maya et al. 2000; Lahav, Rosenfeld et al. 2004; 
Harris and Levine 2005) que asegura una activación transitoria de p53. 
 
3.4. Funciones de p53 
 
Desde principio de los años 90 se ha sabido que los genes diana del factor de 
transcripción p53 están implicados en mecanismos de parada del ciclo celular y reparación del 
daño al ADN (Offer, Wolkowicz et al. 1999; Zhou, Ahn et al. 2001; Adimoolam and Ford 
2003) . El daño al ADN provoca la activación de p53 y por tanto de los genes que regula y ello 
desemboca en una parada del ciclo celular que permita la reparación de ese daño al ADN o en la 
muerte celular por apoptosis si el daño al ADN es tan severo que resulta imposible su 
reparación (Amundson, Myers et al. 1998; Vousden and Lu 2002; Meek 2004). De esta manera 
p53 evita la acumulación de daños en el ADN y la proliferación y crecimiento de células con el 
genoma alterado por mutaciones, y a la larga, impidiendo la progresión tumoral. 
Posteriormente, se ha demostrado que la proteína p53 es un elemento crucial en las rutas 
implicadas en la respuesta celular a muchos y diferentes tipos de estrés, no sólo al daño 
genotóxico por luz ultravioleta o radiación ionizante, sino también a hipoxia, presencia de 
oncogenes y choque térmico (Prives and Hall 1999; Romer, Klein et al. 2006), y además ha sido 
implicada en diferentes checkpoints del ciclo celular (Bunz, Dutriaux et al. 1998; Taylor and 
Stark 2001). Varios mecanismos de protección celular se basan en la habilidad de la proteína 
p53 para regular la progresión del ciclo celular, la inducción de apoptosis o la senescencia 
replicativa y el envejecimiento (Vogelstein, Lane et al. 2000; Bargonetti and Manfredi 2002; 
Donehower 2002; Sherr and McCormick 2002; Vousden and Lu 2002). Por lo tanto, p53 como 
factor de transcripción, a través de la regulación de sus genes diana, además de mantener 
integridad genómica mediante la inducción de parada de ciclo celular o apoptosis (Fig. 7), se 
encarga de procesos tan importantes como la senescencia y la diferenciación, todo ellos 
esenciales para el mantenimiento de la homeostasis celular (Harris 2006). 
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También hay evidencias de algunas otras funciones de p53 independientes de la 
activación de la transcripción, como es por ejemplo, la inducción directa de la apoptosis 






















3.4.1. p53 y la inducción de parada en el ciclo celular 
             p53 está implicado en la parada del ciclo celular actuando prácticamente en 
todos los checkpoints conocidos que previenen la replicación del ADN y la mitosis en células 
con su genoma dañado (Taylor, Agarwal et al. 1999), o cuando las condiciones no son 
favorables para la célula (Schwartz and Rotter 1998; Sionov and Haupt 1999). El mecanismo 
mediante el cual se produce esta parada de ciclo en respuesta a daño al ADN también depende 
del inductor  específico del daño (Attardi, de Vries et al. 2004). 
             p53 dirige la parada, normalmente transitoria, en la fase G1 del ciclo celular en 
respuesta a daño en el ADN, lo cual permite la reparación de ese daño antes de la progresión a 
fase S. Una vez se ha activado p53, éste promueve la expresión de p21, el cual inhibe a las 
CDKs (Di Leonardo, Linke et al. 1994) de manera que se evita la fosforilación de la proteína 
retinoblastoma (Rb), por lo tanto Rb permanece unido al factor de transcripción E2F, 
inhibiéndolo y reprimiendo así la transcripción dependiente del mismo, la cual es necesaria para 
Figura 7. Activación de p53 y respuesta celular. Tras su activación por diversos tipos de estrés, p53 promueve la 
transcripción de varios genes diana, de los cuales se muestran los mejor establecidos (Vousden and Lu 2002), que 
desencadenan diferentes respuestas celulares específicas.
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la transición a fase S del ciclo celular (Classon and Harlow 2002). (En el apartado 4 de esta 
misma introducción se explica esto con más profundidad). 
              La expresión de proteínas oncogénicas, como Myc o Ras, provoca un aumento 
en los niveles de p16INK4A y p19ARF que también actúan sobre p53 y Rb provocando una parada 
en el ciclo celular (Lloyd 2000). 
             p53 también participa en parada del ciclo celular en la transición G2/M 
transactivando la expresión de sus genes diana 14-3-3σ (Hermeking, Lengauer et al. 1997; 
Chan, Hermeking et al. 1999), GADD45 (Wang, Zhan et al. 1999) y de nuevo p21 (Chan, 
Hwang et al. 2000). El mecanismo mediante el cual se produce esta parada implica la inhibición 
de la actividad de la ciclina B1, esencial para la transición G2/M del ciclo celular (Innocente, 
Abrahamson et al. 1999; Taylor, DePrimo et al. 1999) 
             Además, también se ha implicado a p53 en checkpoints mitóticos que previenen 
la endoreplicación y la reentrada en fase S (Stewart, Leach et al. 1999; Taylor, Agarwal et al. 
1999; Nayak and Das 2002). 
 
3.4.2. p53 y la inducción de apoptosis 
              Una de las funciones más importantes de p53 es su habilidad para activar 
apoptosis cuando la célula o su ADN están dañados de forma severa y los mecanismos de 
reparación celulares son incapaces de contrarrestar ese daño de forma eficiente. La muerte 
celular programada es un mecanismo complejo que implica a un gran número de proteínas. Si se 
inhiben las funciones apoptóticas de las células éstas proliferarían indefinidamente dando lugar 
a un tumor o entrarían en estado senescente si se bloquea el ciclo celular. 
              p53 es capaz de activar apoptosis mediante varios mecanismos diferentes, tanto 
indirectos mediante la transcripción de genes implicados en apoptosis (Vousden and Lu 2002), 
como directos e independientes de su actividad transcripcional, a través de interacción directa 
con proteínas implicadas en apoptosis en la mitocondria (Moll, Wolff et al. 2005). 
              Existen dos vías de inducción de la apoptosis, una extrínseca, que promueve la 
sensibilización de las células frente a las señales de muerte mediante la inducción de receptores 
de muerte específicos (Danial and Korsmeyer 2004) en la cual p53 induce la expresión de 
receptores de este tipo como Fas/Apo-1/CD95 (Muller, Wilder et al. 1998) o KILLER/DR5 
(Wu, Burns et al. 1997). Aparte de inducir su expresión, p53 también es capaz de promover la 
translocación del receptor Fas del aparato de Golgi a la membrana citoplasmática (Bennett, 
Macdonald et al. 1998). p53 también induce la expresión de la proteína IGF-BP3 que reprime la 
activación del receptor IGFR1 bloqueando así señales de supervivencia (Buckbinder, Talbott et 
al. 1995). 
             En la vía intríseca o mitocondrial de inducción de apoptosis, que se activa en 
respuesta a daño al ADN, ciclo celular defectuoso, hipoxia, pérdida de factores de crecimiento y 
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otros tipos de estrés severo, p53 es capaz de regular positivamente genes como Bax (Narita, 
Shimizu et al. 1998; Chipuk, Kuwana et al. 2004) que activan la liberación de citocromo C, 
SMAC/Diablo y el factor de inducción de apoptosis AIF de la mitocondria (Susin, Lorenzo et 
al. 1999; Ashkenazi 2002; Cory and Adams 2002; Cregan, Dawson et al. 2004). El citocromo C 
una vez liberado al citoplasma interacciona con el factor activador de proteasas activadoras de la 
apoptosis Apaf-1, que también es regulado por p53 (Moroni, Hickman et al. 2001), iniciándose 
una cascada de proteolisis por proteínas Caspasas desde la Caspasa 9 que es iniciadora, hasta las 
Caspasas 3, 6 y 7 que son ejecutoras de la apoptosis. Por otro lado SMAC/Diablo interacciona e 
inhibe a las proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs), y todo ello en conjunto desencadena el 
proceso de fragmentación del ADN y desorganización celular que lleva a la muerte de la célula 
en cuestión, sin afectar a las que la rodean (Green 2000). Además p53 reprime la expresión de 
proteínas antiapoptóticas como Bcl2, MAP4 y Survivina (Haldar, Negrini et al. 1994; 
Miyashita, Harigai et al. 1994; Murphy, Hinman et al. 1996; Hoffman, Biade et al. 2002), así 
como también inhibe la actividad de Bcl2 mediante la expresión de su inhibidor Cdc42 
(Thomas, Giesler et al. 2000). Incluso, p53 puede inducir apoptosis a través de la mitocondria 
mediante la activación de la expresión de genes implicados en la elevación de los niveles de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) como PIG3 (Polyak, Xia et al. 1997). 
             En cuanto al mecanismo directo e independiente de su actividad transcripcional, 
por el cual p53 es capaz de inducir apoptosis, se produce mediante la interacción a través de su 
dominio rico en residuos de prolina amino terminal con proteínas cruciales para activar la vía 
apoptótica (Sakamuro, Sabbatini et al. 1997). Se ha observado translocación de p53 a la 
mitocondria tras hipoxia o daño en el ADN, donde interacciona e inhibe a proteínas 
antiapoptóticas como Bcl2 o BclX, o la interacción con Bax y la consiguiente liberación de 
citocromo C (Sansome, Zaika et al. 2001; Mihara, Erster et al. 2003; Chipuk, Kuwana et al. 
2004).  
             La decisición de la célula entre sufrir parada de ciclo celular o entrar en un 
proceso de apoptosis, ambos regulados por p53, dependerá de multitud de condiciones externas 
e internas como el tipo celular, la eficiencia de los mecanismos de reparación de ADN, la 
composición oncogénica de la célula, los estímulos extracelulares y la intensidad de las 
condiciones de estrés, los factores de supervivencia y crecimiento presentes o los niveles de 
expresión de p53 y las interacciones con las proteínas reguladoras de su actividad (Sionov and 
Haupt 1999; Slee, O'Connor et al. 2004). Por ejemplo, las proteínas ASPP dirigen la 
transactivación de p53 hacia la inducción de los genes proapoptóticos (Samuels-Lev, O'Connor 
et al. 2001). Los fibroblastos responden mediante parada en el ciclo celular ante al daño al 
ADN, sin embargo el daño al ADN induce apoptosis en las células T (Bates and Vousden 
1999). 
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3.4.3. Otras funciones de p53 
             p53 también está implicado en inducción de parada irreversible del ciclo celular 
en G1 o senescencia celular que ocurre en células primarias en cultivo (Bond, Haughton et al. 
1996; Linke, Clarkin et al. 1997; Lundberg, Hahn et al. 2000; Webley, Bond et al. 2000; Shay 
and Roninson 2004). También juega un papel directo en el mantenimiento de la estabilidad 
genética, participando directamente en los mecanismos de reparación del ADN o en los 
fenómenos de recombinación homóloga (Albrechtsen, Dornreiter et al. 1999), y en la inhibición 
de la angiogénesis y metástasis (Nishimori, Shiratsuchi et al. 1997; Sun, Zeng et al. 2004). 
            
3.5. VRK1 y p53   
Como hemos dicho, la proteína p53 es mantenida a bajos niveles en condiciones de 
crecimiento normal y sus niveles aumentan rápidamente ante estrés (Oren 2003), con la 
consiguiente activación transcripcional, que incluye la inducción de la transcripción de Mdm2. 
Mdm2 es una ubiquitina ligasa que promueve la regulación negativa de p53 mediante 
degradación en el proteasoma, llevándolo a sus niveles basales. Por lo tanto, se puede considerar 
que existen ondas de acumulación de p53 cuya magnitud varía dependiendo del tipo de 
estimulación o el tipo celular (Lahav, Rosenfeld et al. 2004). La expresión secuencial de p53 y 
Mdm2 también podría contribuir a que existan oscilaciones en sus niveles (Bar-Or, Maya et al. 
2000). Lo mismo ocurre con otros reguladores negativos de p53 que son diana transcripcional 
del mismo, como es el caso de otras ubiquitina ligasas tales como COP1 (Dornan, Wertz et al. 
2004) o Pirh2 (Leng, Lin et al. 2003). También ha sido estudiada la regulación negativa de 
activadores de p53, como CHK1 (Gottifredi, Karni-Schmidt et al. 2001).  
VRK1 es un activador de p53 ya que es capaz de inducir la estabilización y 
acumulación del mismo mediante un mecanismo complejo, que incluye la fosforilación de p53 
en Treonina-18 que evita parcialmente que p53 interaccione con Mdm2 y además promueve el 
reclutamiento de p300 y la acetilación de p53 por parte del mismo, provocando así la 
acumulación de p53 y su activación transcripcional (Vega, Sevilla et al. 2004). Se ha postulado 
que la estabilización de p53 inducida por VRK1 es un proceso básico de control que funciona 
en células en condiciones de crecimiento normal en ausencia de estrés o presencia de estrés 
subóptimo y que permite a p53 mantenerse en un estado preparado para responder a estímulos 
de daño menores, como los que ocurren durante la replicación (Vega, Sevilla et al. 2004). Sin 
embargo, la acumulación permanente de p53 puede tener efectos negativos para la célula ya que 
es capaz de parar el ciclo celular o inducir apoptosis, por lo tanto, una vez que se ha logrado el 
efecto biológico de p53, es razonable pensar que los factores que lo estabilizan vuelvan a sus 
niveles basales de alguna manera, ya que de lo contrario, se produciría una acumulación y 
activación permanente de p53. Nuestra hipótesis consiste en que existiría alguna regulación 
cruzada entre las proteínas VRK1 y p53 para que la estabilización de p53 pueda ser revertida 
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(Fig. 8). Este mecanismo debería implicar de alguna manera la inactivación de VRK1 para que 




































Figura 8. Hipótesis de autorregulación entre p53 y VRK1. VRK1, mediante la fosforilación de p53 en 
Treonina-18, participa en la activación de p53 (Vega, Sevilla et al. 2004). Una vez p53 ha sido activado y ha 
inducido la respuesta celular apropiada, hace transitoria su propia activación mediante la activación de reguladores 
negativos como Mdm2 (Haupt, Maya et al. 1997). Según nuestra hipótesis, es posible que exista además algún 
mecanismo por el cual p53 pueda regular negativamente a su regulador positivo VRK1, ya que de lo contrario p53 
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4. Vías de degradación proteolítica 
Prácticamente todas las proteínas celulares son continuamente degradadas y 
reemplazadas mediante síntesis de novo en las células eucariotas. El grado de degradación de 
cada proteína puede variar desde una vida media de 10 minutos hasta varios días o semanas 
(Bohley 1995; Rock and Goldberg 1999).  
Las células eucariotas contienen dos sistemas principales de degradación de proteínas: 
la ruta de degradación lisosomal, donde las responsables de la proteolisis son proteasas que 
funcionan a pH ácido dentro de ese sistema de vesículas, y la ruta de degradación en el 
proteasoma, un complejo citosólico donde se degradan las proteínas ubiquitinadas de forma 
dependiente de ATP. La mayoría de las proteínas (80-90%) son degradadas por el proteasoma 
(Pickart 2004; Koh, von Arnim et al. 2005), el resto (10-20%) son degradadas en la vía 
lisosomal (Burger and Seth 2004). 
La destrucción de proteínas reguladoras es irreversible y actualmente se sabe que en la 
degradación de determinadas proteínas se encuentra el punto de control y regulación fisiológica 
de diversos procesos biológicos, algunos tan fundamentales como la transducción de señales, la 
transcripción y la progresión del ciclo celular. La proteolisis intracelular es un regulador 
esencial de la función proteica (Goldberg, Stein et al. 1995). Aberraciones en las rutas de 
degradación de proteínas dan lugar a varios fenotipos patológicos y constituyen dianas 
terapéuticas en varias enfermedades, particularmente en cáncer (Burger and Seth 2004). 
 
 4.1. Ubiquitinación y degradación en el proteasoma 
El sistema ubiquitina-proteasoma, altamente conservado en eucariotas, juega un papel 
esencial en la homeostasis proteica y resulta crítico en la regulación de procesos celulares 
normales y relacionados con cáncer. La degradación mediada por ubiquitinación es un proceso 
complejo que requiere varios pasos bien definidos hasta que finalmente ocurre la unión de la 
ubiquitina a las proteínas y su degradación final en el proteasoma (Burger and Seth 2004). 
La ubiquitina es un polipéptido de 76 aminoácidos que sólo se conoce en eucariotas y 
que se une a las proteínas que va a marcar para su degradación mediante un enlace isopeptídico 
con un residuo de lisina determinado. La unión de la ubiquitina al sustrato requiere de una serie 
de pasos catalizados por tres enzimas dependientes de ATP: primero se produce la activación de 
la ubiquitina por la enzima E1, seguidamente la enzima E2, o proteína transportadora de 
ubiquitina, se encarga de transferir la ubiquitina activada desde E1 hasta el sustrato que está 
ligado a la enzima E3 o ubiquitina ligasa. Las proteínas marcadas con ubiquitina de esta manera 
son reconocidas por el proteasoma donde son digeridas y fragmentadas (Burger and Seth 2004). 
El proteasoma funcional es un complejo multicatalítico constituido por el proteosoma 
20S y dos partículas 19S, todo ello denominado proteasoma 26S. El proteasoma 20S es una 
estructura cilíndrica compuesta por numerosas subunidades polipeptídicas de bajo peso 
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molecular ensambladas en cuatro anillos que constituyen el cuerpo catalítico del complejo. Las 
partículas 19S contienen cada una cinco ATPasas diferentes y un sitio de unión para las cadenas 
de ubiquitina (Arrigo, Tanaka et al. 1988; Gerards, de Jong et al. 1998). Estas partículas se 
sitúan en los extremos del complejo y son las responsables de cambiar la conformación de las 
proteínas y dirigirlas al interior del proteosoma donde son degradadas. Se conocen una gran 
variedad de sustratos del proteosoma 26S, relacionados con muy diversos procesos celulares: 
proliferación y diferenciación celular, regulación metabólica, control del ciclo celular, respuesta 
al estrés y eliminación de proteínas anormales. Prácticamente todos estos sustratos tienen en 
común el que necesitan ser ubiquitinados antes de ser degradados en el proteasoma (Burger and 
Seth 2004). 
 
 4.2. Vía de degradación lisosomal  
Los lisosomas son orgánulos celulares que contienen una gran variedad de enzimas 
hidrolíticas capaces de degradar las distintas macromoléculas de la célula. Sus enzimas 
proteasas son capaces de reducir las proteínas a pequeños péptidos. Una característica de los 
lisosomas es el bajo valor de pH en su interior, al cual todas estas proteasas son especialmente 
activas. 
Las proteínas que se degradan por la vía lisosomal suelen ser proteínas de larga vida 
media, típicamente proteínas asociadas a la membrana celular o proteínas extracelulares 
introducidas por endocitosis, sin embargo, también se degradan en este sistema otras proteínas 
que entran de alguna manera en la red del aparato de Golgi y el sistema endosomal (Huse, Pijak 
et al. 2000; Burger and Seth 2004; Koh, von Arnim et al. 2005). 
La degradación de proteínas en esta vía requiere su entrada en el sistema de vesículas 
celular, para lo cual existen varias secuencias peptídicas que marcan a las proteínas para su 
transporte del aparato de Golgi al sistema endosomal-lisosomal y su entrada en la vía endocítica 
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5. El ciclo celular y su regulación  
  
El ciclo celular es un proceso finamente regulado necesario para garantizar la 
transmisión correcta de la información genética a las células hijas y el mantenimiento de la 
homeostasis celular después de cada división. El mecanismo básico que gobierna la progresión 
del ciclo celular es mediado por los complejos Ciclina/CDK (Hunt 1991; Olashaw and Pledger 
2002; Malumbres, Hunt et al. 2003; Sanchez and Dynlacht 2005)  y está conservado desde los 
eucariotas inferiores hasta los superiores. Este mecanismo básico tiene un control adicional más 
sofisticado mediante checkpoints en las células de mamífero (Zhou and Elledge 2000; Kastan 
and Bartek 2004; Massague 2004; Xie, Xie et al. 2005). El ciclo celular ocurre en muchos tipos 
celulares diferentes, desde células madre hasta células tumorales, que se encuentran en 
contextos o ambientes extracelulares diferentes y condicionado también por diferentes 
interacciones celulares (Bhadriraju and L 2004; Lechler and Fuchs 2005; Bloom and Cross 
2007). Estas diferencias en las condiciones ambientales en que se encuentran las células 
sugieren que pueden existir diferentes proteínas y rutas que impriman a la regulación de la 
progresión del ciclo celular unas características específicas de tipo celular o condiciones de 
crecimiento. 
 El ciclo de vida de una célula eucariota se puede separar en cuatro fases denominadas 
G1, S o síntesis de ADN, G2 y M o mitosis. La fase G1 del ciclo celular es una fase de 
crecimiento en la cual las células se preparan para el proceso de replicación del ADN. Durante 
esta fase las células integran señales mitogénicas y de inhibición del crecimiento y deciden si 
continuar el ciclo, pararlo o salir del mismo. Al final de la fase G1 existe un checkpoint muy 
importante, conocido como punto de restricción, ya que si las células pasan este punto se ven 
obligadas a replicar el ADN y completar el ciclo celular (Pardee 1974; Johnson and Walker 
1999). La fase S es el momento en el cual se produce la síntesis o replicación del ADN. G2 es la 
segunda fase de crecimiento en la cual la célula se prepara para el proceso de división conocido 
como fase M o mitosis, en la cual se segregan los cromosomas duplicados en dos núcleos 
diferentes y en la que ocurre la citocinesis para dar lugar a las dos células hijas. Esas dos nuevas 
células recién formadas pueden entrar en una nueva ronda de división o permanecer en un 
estado quiescente que se denomina G0, en el que pueden permanecer durante un largo periodo 
de tiempo, tras el cual pueden retornar a la fase G1 en respuesta a una estimulación adecuada 
(Schafer 1998; Johnson and Walker 1999). 
 Este ciclo está regulado por síntesis y degradación periódicas de Ciclinas que se asocian 
con sus correspondientes quinasas dependientes de Ciclina (CDKs) activándolas (Johnson and 
Walker 1999) (Fig. 9). 
  
















La Ciclina D1 es la primera que se induce cuando las células en estado G0 son 
estimuladas para entrar en ciclo celular (Sherr 1994). Esta Ciclina se asocia y activa a las 
quinasas dependientes de Ciclina CDK4 y CDK6, cuyo sustrato es la proteína supresora de 
tumores Retinoblastoma (Rb). La proteína Rb es un componente esencial en el control del punto 
de restricción ya que juega un papel crítico en la regulación de la progresión de fase G1. Rb 
tiene un papel central en el inicio del ciclo de división celular en la transición G1/S (Weinberg 
1995). Rb es capaz de unirse e inhibir al factor de transcripción E2F. E2F regula la transcripción 
de muchos genes que codifican proteínas implicadas en la progresión del ciclo celular y la 
síntesis de ADN, como son las Ciclinas E y A, CDK1, PCNA, Myc, etc. La fosforilación de Rb 
por las quinasas dependientes de Ciclina D1 resulta en la disociación del complejo Rb-E2F de 
manera que E2F queda libre para inducir la transcripción de sus genes diana (Johnson and 
Walker 1999) (Fig. 10). 
 A través de esa activación de E2F se induce la expresión de Ciclina E que continua con 
la progresión de la fase G1. Ciclina E se asocia con CDK2 y colabora con la hiperfosforilación 
de Rb que mantiene a E2F activo, dirigiendo así la transición de fase G1 a fase S (Hinds, 
Mittnacht et al. 1992; Ohtsubo, Theodoras et al. 1995) (Fig. 10). El complejo Ciclina E-CDK2 
también fosforila a la Histona H1, lo cual es importante para el reordenamiento en la cromatina 
necesario para la replicación del genoma. 
 La Ciclina A, también regulada en parte por E2F (Schulze, Zerfass et al. 1995), se 
acumula en la transición G1/S y permanece durante toda la fase S, en la cual inicialmente se 
asocia con CDK2 y posteriormente con CDK1 (Fig. 10). La actividad quinasa de estos 
complejos es necesaria para entrar y completar la fase S, participando en la replicación del 
Figura 9. Expresión de Ciclinas a lo largo del ciclo celular. Se muestran las diferentes fases del ciclo celular 






Ciclina D1 - CDK4/CDK6
Ciclina E - CDK2
Ciclina A - CDK2
Ciclina A - CDK1
Ciclina B - CDK1
  - 45 -
INTRODUCCIÓN
ADN, y posteriormente para entrar en fase M (Girard, Strausfeld et al. 1991; Walker and Maller 
1991). 
 La fase G2 contiene un checkpoint que responde a daño al ADN y causa un retraso en el 
ciclo para permitir reparación del ADN antes de entrar en mitosis. La mitosis está regulada por 
CDK1 asociada con las Ciclinas A y B (King, Jackson et al. 1994) (Fig. 10). Estos complejos 
Ciclina A/B-CDK1 fosforilan proteínas del citoesqueleto y componentes del huso mitótico. Para 
que las células finalicen la mitosis, las Ciclinas A y B han de ser degradadas, proceso en el que 
participa el propio complejo Ciclina B-CDK1. Después de la mitosis las células hijas entran de 
nuevo en fase G1 y deciden si continuar con otro ciclo celular a través del punto de restricción 





























También juegan un papel importante en el control del ciclo celular los inhibidores de 
CDKs, como p27 y p16, que coordinan señales externas e internas e impiden la proliferación en 
varios checkpoints (Johnson and Walker 1999; Sherr 2001) (Fig. 10). Además, como hemos 
dicho, durante todo el ciclo celular existen puntos concretos denominados checkpoints (Kastan 
and Bartek 2004) en los que se comprueba que existen condiciones favorables y que la división 
celular progresa correctamente. Durante la fase S y la progresión G2/M la integridad y ausencia 
de daños en el genoma es asegurada antes de continuar con la división celular por medio de 
diversas vías de transducción de señales en las que está implicada de manera importante de 
Figura 10. Cascada de expresión de reguladores 
del ciclo celular. Se muestran los complejos 
proteicos que regulan las diferentes fases del ciclo 
celular a partir de la salida de G0 en respuesta a los 
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nuevo la proteína p53 (Kastan, Canman et al. 1995; Schwartz and Rotter 1998; Albrechtsen, 
Dornreiter et al. 1999; Melo and Toczyski 2002). 
La desregulación de las proteínas que controlan el ciclo celular juega un papel esencial 
en el desarrollo del cáncer. La sobreactivación de proteínas que favorecen la progresión del 
ciclo celular y la inactivación de las que la impiden, puede resultar en proliferación celular 
descontrolada. En tumores humanos, los genes más frecuentemente alterados son los que 
codifican proteínas que controlan la transición G1/S, como las Ciclinas, los inhibidores de 
quinasas dependientes de ciclinas y el supresor de tumores Rb. La mutación de Rb en cánceres, 
confiere a los mismos una ventaja proliferativa, y también hay evidencias de que las Ciclinas 
desreguladas pueden actuar como oncogenes provocando que las células se conviertan en 
cancerosas. El entendimiento de los pequeños detalles que regulan el ciclo celular puede llevar a 



























9 Estudiar la relación existente entre la quinasa humana VRK1 y el 
supresor de tumores p53 
 
9 Investigar la implicación de la quinasa humana VRK1 en la 
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1. Correlación inversa de los niveles de proteína p53 y VRK1 en líneas celulares humanas 
 Vega y colaboradores (Vega, Sevilla et al. 2004) describieron a VRK1 como un nuevo 
activador del supresor de tumores p53, ya que induce una acumulación y activación del mismo. 
Como se explica en la introducción de este trabajo, la respuesta celular que induce p53 a través 
de sus dianas transcripcionales es parada de ciclo celular o apoptosis. Esa estabilización de p53 
ha de ser transitoria ya que, de lo contrario, se induciría un bloqueo permanente del ciclo celular 
o apoptosis. Por esta razón, nosotros quisimos estudiar la posibilidad de que p53 estuviera 
induciendo una regulación negativa de su activador VRK1, como ocurre con otras quinasas 
como CHK1 (Gottifredi, Karni-Schmidt et al. 2001), estableciéndose así un circuito de 
autorregulación entre p53 y VRK1. 
 La primera aproximación experimental que llevamos a cabo para este estudio fue el 
análisis de la expresión endógena de estas dos proteínas en diferentes líneas celulares. Para ello 
comprobamos la expresión de proteína mediante Western blot de extractos celulares totales 










 Se observa (Fig. 11) cómo las líneas celulares que carecen de p53 tienen niveles más 
altos de proteína endógena VRK1 que aquellas líneas que expresan p53 silvestre. Es decir, hay 
una correlación inversa en los niveles de proteína p53 y VRK1, de forma que aquellas líneas 
que expresan p53 silvestre tienen menos VRK1 probablemente debido a que p53 ejerce una 
regulación negativa sobre VRK1 en estas líneas celulares. 
 Además, esta regulación negativa que p53 ejerce sobre VRK1, es posiblemente la razón 
por la cual, durante el transcurso de nuestro trabajo, comprobamos que al transfectar VRK1 en 
líneas celulares con p53 silvestre alcanzábamos siempre niveles más bajos de proteína VRK1 
que en las líneas celulares que carecían de p53. 
A partir de aquí empezamos a considerar la posibilidad de que niveles más altos de p53 
pudieran promover una regulación negativa de su proteína activadora VRK1, formando así un 
circuito de autorregulación entre p53 y VRK1, que podría ser conceptualmente similar a la 
autorregulación que existe entre CHK1 y p53 (Gottifredi, Karni-Schmidt et al. 2001) o el 
circuito de autorregulación entre p53 y Mdm2 (Moll and Petrenko 2003).   
Figura 11. Expresión de VRK1 en líneas 
celulares p53+/+ y p53-/-. Detección de VRK1 
endógena con anticuerpo específico 1F6 en las 
líneas celulares con p53+/+ silvestre: A549 
(carcinoma de pulmón), U2OS (osteosarcoma) 
y WS1 (fibroblastos normales de piel) y p53-/-: 
H1299 (carcinoma de pulmón con deleción del 
gen p53) y HCT116KO (Knockout para p53). 
La detección de  la proteína p53 endógena se 
llevó a cabo utilizando una mezcla de los 
anticuerpos DO.1 y Pab1801 (Santa Cruz). Se 
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2. La acumulación de p53 inducida con luz ultravioleta regula negativamente a VRK1 
 Para determinar si efectivamente los niveles de p53 correlacionaban de manera inversa 
con los niveles de VRK1, estudiamos la variación en los niveles de ambas proteínas en el 
contexto de la respuesta celular a la estimulación mediante irradiación con luz ultravioleta (UV). 
Tratamos fibroblastos humanos diploides de la línea WS1 (p53+/+) con dos dosis de luz UV (20 
y 40 J/m2), y posteriormente analizamos los extractos celulares mediante Western blot. En 
ambos casos aumentaron los niveles de p53 endógeno y hubo una reducción en los niveles de 







Después realizamos seguimientos en el tiempo, durante 24 y 30 horas, de la respuesta de 
las células WS1 irradiadas con 20 J/m2 (Fig. 13). Como esperábamos, tras el tratamiento con luz 
UV hubo una rápida estabilización de p53 como consecuencia de su fosforilación (Saito, 
Yamaguchi et al. 2003), pero la acumulación de p53 continuó incrementándose, alcanzando 
niveles significativamente más altos después de las 10 horas, lo cual es una respuesta típica de 











Después de la irradiación hubo también un aumento transitorio en los niveles de VRK1 
que alcanza su pico máximo a las 4-12 horas, después del cual disminuye incluso por debajo de 
los niveles iniciales. Los tiempos a los que ocurre esta reducción en los niveles de VRK1 
coinciden con el tiempo necesario para que ocurra el incremento en los niveles de p53 y la 
expresión de novo dependiente de p53, sugiriendo que quizá este p53 acumulado podría estar 






- 20        40 Figura 12.  Niveles de p53 y VRK1 en fibroblastos 
humanos normales (línea WS1) tratados con la dosis 
indicada de luz UV.  Se detectaron los niveles de 
ambas proteínas mediante Western blot con los mismos 
anticuerpos que en la Figura 11. Se observa una 
reducción de los niveles de VRK1 tras la acumulación 
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Horas tras luz UV (20 J/m2)
-
Figura 13. Seguimiento en el tiempo de los niveles de p53 y VRK1 tras tratamiento con luz UV (20 J/m2) en 
fibroblastos de la línea WS1. Tras un aumento inicial en los niveles de VRK1, correspondiente a la activación de 
p53, posteriormente se produce un descenso en los niveles de la misma que es más acentuado si esperamos hasta 30 
horas después de la estimulación, cuando los niveles de p53 son máximos. 




Horas tras luz UV (20 J/m2)
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3. La sobreexpresión de p53 provoca una disminución de los niveles de proteína VRK1 
Con el objetivo de corroborar que este efecto de regulación negativa sobre VRK1 era 
específico y dependiente de p53, y también para la mejor caracterización del efecto, intentamos 
determinar si podía reproducirse mediante transfección de plásmidos que expresan las dos 
proteínas implicadas en líneas celulares.  
 
3.1 Transfección de p53 y VRK1 en la línea celular WS1 
En primer lugar, transfectamos la línea celular de fibroblastos humanos normales WS1 
con cantidades crecientes de p53 (plásmido pCB6+p53) y además una cantidad fija de VRK1 
(plásmido pCEFL-HA-VRK1). Se observa cómo a medida que los niveles de p53 aumentan se 














El hecho de que este efecto se reproduzca con las proteínas sobreexpresadas a partir de 
plásmidos ya nos hizo pensar que p53 estaba induciendo una degradación de la proteína VRK1. 
Para continuar estudiando este efecto en profundidad decidimos comprobar si se reproducía en 
una línea celular que carece de p53 endógeno como es la H1299. 
 
3.2. Inducción de p53 con tetraciclina y efecto sobre VRK1 
En este caso quisimos comprobar si se producía este efecto de regulación negativa en un 
sistema diferente y para ello diseñamos un nuevo experimento utilizando la línea celular de 
carcinoma de pulmón H1299 p53-/- con p53 inducible con tetraciclina, que contiene el gen de 
p53 inducible mediante la adición de tetraciclina al medio de cultivo. Esta línea tiene una 
expresión basal de p53 que mimetiza una situación celular normal. Transfectamos esta línea con 
una cantidad fija (5 μg) de plásmido pCEFL-HA-VRK1 y la expresión de p53 fue inducida 
mediante la adición de tetraciclina (2 μg/ml) y después determinamos los niveles de VRK1 a 
βactina
+        +       +        +         +          






























Figura 14. Sobreexpresión de p53 en la 
línea WS1. Tras la transfección de los 
citados plásmidos, los extractos celulares se 
prepararon 36-40 horas después de la misma 
y se determinó la expresión de ambas 
proteínas mediante Western blot utilizando 
una mezcla de los anticuerpos DO.1 y 
Pab1801 (Santa Cruz) para p53 y un 
anticuerpo anti HA (Covance) para la VRK1 
exógena. En la gráfica se muestran los 
niveles relativos de proteína una vez 
cuantificados y normalizados con respecto a 
la βactina, que se utilizó como control de 
carga. Se observa que para una cantidad fija 
de plásmido de VRK1 (5 μg), se produce una 
disminución de los niveles de proteína VRK1 
detectada a medida que aumentan los niveles 
de p53, llegando prácticamente a desaparecer 
cuando los niveles de p53 son máximos. 
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diferentes tiempos. Después de la inducción con tetraciclina, a medida que los niveles de p53 
aumentan con el tiempo se produce una reducción en los niveles de la proteína VRK1 











                                                                             
 
Posteriormente quisimos comprobar que este efecto se producía también mediante 
transfección de p53 en la línea H1299 p53-/- y además que se reproducía sobre VRK1 
expresada a partir de diferentes plásmidos con diferente promotor cada uno. 
 
3.3. Efecto de p53 sobre VRK1 expresada a partir de diferentes plásmidos 
Con el objeto de corroborar que este efecto era a nivel de la proteína VRK1 y no 
dependía del promotor a partir del cual era expresada y que además era dependiente de dosis de 
p53, diseñamos un experimento que reprodujera el efecto visto anteriormente con p53 inducible 
en el cual transfectamos cantidades fijas de diferentes plásmidos de VRK1, con diferente 
promotor, en presencia de cantidades crecientes de p53 en la línea celular H1299 que carece de 
p53. Esta línea se transfectó con cantidades crecientes de pCB6+p53 y una cantidad fija de 
pCEFL-HA-VRK1, que expresa VRK1 a partir de un promotor del virus de leucemia murina 
Moloney (MLV) (Fig. 16A); con pCDNA3.1-VRK1-myc, que expresa VRK1 a partir de un 
promotor de citomegalovirus (CMV) (Fig. 16B); o con pEF1-VRK1-myc-his, que lleva el 








Figura 15. Regulación negativa de VRK1 por p53 inducido con tetraciclina. En el Western blot se puede observar 
que p53 aumenta sus niveles a partir de las 4 horas tras la adición de tetraciclina al medio de cultivo y esto produce 
una regulación negativa de los niveles de VRK1 exógenamente expresada. En la gráfica se muestran los valores 
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En todos los casos se observó que a mayor cantidad de p53 se detectaba menor cantidad 
de VRK1 en los extractos celulares y el efecto era similar independientemente del tipo de 
promotor desde el cual VRK1 se expresara. 
El efecto se confirmó en otras líneas celulares tumorales, como HT144 (ATM-/-), A549 
y U2OS (p16-/-), sugiriendo que este efecto es general e independiente del tipo celular y que 
p16 y ATM no están implicados en el mismo. 
 
3.4. Seguimiento en el tiempo de la regulación negativa de VRK1 por p53 
Para confirmar que esta regulación negativa de VRK1 depende de la acumulación de la 
proteína p53, realizamos un experimento de seguimiento en el tiempo de los niveles de proteína 
de VRK1 tanto sola como en presencia de sobreexpresión de p53. Para ello transfectamos 
células H1299 (p53-/-) con los plásmidos pCEFL-HA-VRK1 (4 μg) y pCB6+p53 (0,2 μg), y 
preparamos extractos celulares a diferentes tiempos que posteriormente fueron analizados por 
Western blot. En ausencia de p53, los niveles de VRK1 aumentan constantemente, como se 
esperaba, dado el alto grado de estabilidad de la proteína VRK1. Sin embargo, en presencia de 
p53, los niveles de VRK1 aumentan al principio como consecuencia de su síntesis de novo; pero 
cuando empieza a haber una acumulación apreciable de p53, la acumulación de VRK1 
disminuye y finalmente se detiene, lo cual es más apreciable entre las 22 y 36 horas después de 
la transfección (Fig. 17A). Además se puede ver cómo posiblemente la disminución en la 
acumulación de VRK1 provocada por p53 consiste en una inducción de la degradación de la 
proteína, ya que sus niveles disminuyen de las 24 a las 36 horas en presencia de p53  (Fig. 17B). 
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Figura 16. Regulación negativa inducida por p53 sobre VRK1 expresada desde diferentes promotores en la 
línea celular H1299 (p53-/-). Se transfectaron cantidades crecientes del plásmido pCB6+p53 en presencia de una 
cantidad fija (5 μg) de tres plásmidos diferentes de VRK1. A. VRK1 expresada bajo el promotor MLV del 
plásmido pCEFL-HA. B. Expresión de VRK1 desde el plásmido pCDNA3.1 con promotor CMV. C. VRK1 
expresada bajo el promotor del gen EF1. En todos ellos se muestra la gráfica de la cuantificación y normalización 
de los datos frente a βactina. 
























Estos datos sugieren que este efecto depende de la concentración de p53 en la célula y 
probablemente sea debido a la modificación de la transcripción génica que ocurre como 
consecuencia de ese aumento en la concentración de p53 y la inducción, por parte de p53, de 
algún mecanismo que lleva a la degradación de la proteína VRK1. 
 
4. La regulación negativa de VRK1 por p53 es eliminada mediante ARN de interferencia 
específico para p53 
Para confirmar que la regulación negativa de VRK1 dependía específicamente de los 
niveles de p53, realizamos experimentos con ARN de interferencia para p53 en la línea celular 
H1299 (p53-/-). En este experimento transfectamos una cantidad fija (200 ng) de pCB6+p53 y a 
su vez lo transfectamos en presencia de un vector que expresa ARN de interferencia para p53 y 
eliminar así la expresión de proteína de p53. Como podemos observar (Fig. 18A) la proteína 
p53 fue eliminada eficientemente recuperándose a su vez los niveles de VRK1 control. Como 
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Figura 17. Seguimiento en el tiempo de la expresión de VRK1 
en ausencia y en presencia de p53. A. La expresión de VRK1 
aumenta normalmente en ausencia de p53, pero disminuye 
notablemente en presencia del mismo. En la gráfica se muestran 
los valores normalizados con respecto a la βactina. B. En el 
Western blot de la derecha se observa cómo en ausencia de p53 los 
niveles de VRK1 aumentan de las 24 a las 36 horas, mientras que 
en presencia del mismo disminuyen. Además se puede observar 
cómo el efecto de p53 sobre VRK1 se produce entre las 24 y 36 
horas postransfección, lo cual coincide con el tiempo necesario 
para que ocurra la expresión de novo dependiente de p53, 
exactamente igual que en la inducción de p53 con luz ultravioleta 
en la línea WS1 comentada anteriormente (punto 2 de Resultados). 
r s postransfec ión























Lo siguiente que hicimos para demostrar la dependencia de los niveles de p53 fue 
aumentar la cantidad de p53 progresivamente y después la máxima concentración de p53 fue 
reducida mediante cotransfección de cantidades crecientes de ARN de interferencia frente al 
mismo. De esta manera, comprobamos que los niveles de VRK1 y p53 se comportan de forma 
inversa (Fig. 18C), y por tanto, eso nos hace pensar que es posible que en las células ocurran 
ciclos de fluctuación entre estas dos proteínas dependiendo de los niveles intracelulares de las 
mismas. 
 
5. Requerimientos de p53 para llevar a cabo la regulación negativa de VRK1  
Para determinar los requerimientos de la proteína p53 necesarios para inducir la 
regulación negativa de VRK1, analizamos la implicación de las tres principales regiones 
funcionales de p53 que son sus dominios de transactivación, de unión al ADN y de 
oligomerización. Para ello transfectamos diferentes mutantes e isoformas de p53 en cantidades 
crecientes, en presencia de una cantidad fija de VRK1-HA en la línea celular H1299 (p53-/-)  y 
estudiamos, mediante Western blot, la habilidad de estas variantes de p53 para regular 
negativamente a VRK1. 
Figura 18. El efecto de p53 sobre VRK1 es suprimido por ARN de interferencia para p53 en la línea celular 
H1299. Las células fueron transfectadas con pCB6+p53 y un vector que expresa ARN de interferencia específico 
para p53 (pSUPER.retro.p53), además de pCEFL-HA-VRK1 (5μg) en diferentes combinaciones que se indican en 
las figuras. Los extractos fueron preparados 36 horas después de la transfección y se analizaron mediante Western 
blot con los correspondientes anticuerpos. A. Como se esperaba, p53 se acumula con VRK1 y VRK1 disminuye 
sus niveles en presencia de p53. Además, se suprimió la expresión de p53 mediante ARN de interferencia 
específico y se observa que los niveles de VRK1 se recuperan. B. Control para demostrar que el ARN de 
interferencia no afecta a VRK1 por sí solo. C. El incremento en los niveles de p53, como se esperaba, regula 
negativamente a los niveles de VRK1, pero si además cotransfectamos cantidades crecientes del ARN de 
interferencia para p53, esta regulación negativa se reduce. En la gráfica se muestra la cuantificación y 
normalización de la expresión de ambas proteínas con respecto a la proteína βactina, usada como control de carga. 
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5.1. Dominio de transactivación 
La posible contribución del dominio de transactivación amino terminal fue estudiada 
usando tres variantes diferentes de p53: un mutante de fosforilación que mimetiza fosforilación 
en Treonina-18, p53T18D (Ashcroft, Kubbutat et al. 1999), el mutante conformacional 
p53L22Q/W23S que mantiene su capacidad de activación transcripcional pero tiene efectos 
diferentes en reparación de ADN de doble cadena y es deficiente en represión de algunos 
promotores y en inducción de apoptosis (Roemer and Mueller-Lantzsch 1996; Venot, Maratrat 
et al. 1999; Matas, Sigal et al. 2001; Boehden, Akyuz et al. 2003) y la isoforma Δ40p53, que 
carece de los 40 primeros aminoácidos del dominio de transactivación (Bourdon, Fernandes et 
al. 2005). Esta isoforma funciona como dominante negativo de las propiedades de supresión del 
crecimiento de p53 (Courtois, Verhaegh et al. 2002; Ghosh, Stewart et al. 2004). El mutante de 
fosforilación y el conformacional son capaces de inducir regulación negativa de VRK1 de forma 
dependiente de dosis (Fig. 19A y 19B), prácticamente igual que p53 silvestre; sin embargo, la 
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Figura 19. Contribución del dominio de transactivación de p53 en la regulación negativa de VRK1. A. El 
mutante p53T18D que mimetiza fosforilación regula negativamente a VRK1 al igual que p53 silvestre. B. El doble 
mutante p53L22Q/W23S es algo menos eficiente que p53 silvestre pero también hace el efecto. C. La isoforma 
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Estos resultados indican que los 40 primeros aminoácidos del domino de transactivación 
son necesarios para este efecto y refleja una diferencia funcional entre las isoformas de p53. La 
interacción de p53 con muchos reguladores está mediada por el dominio de transactivación N-
terminal y es posible que esa interacción sea necesaria para la regulación negativa de VRK1 
inducida por p53. 
 
5.2. Dominio de unión al ADN 
 Para determinar si el dominio de unión al ADN de p53 era necesario para la inducción 
de la regulación negativa de VRK1 usamos varios mutantes en este dominio. Por un lado, 
estudiamos los tres mutantes naturales de p53 más comunes que aparecen en cánceres humanos, 
tanto esporádicos como hereditarios, que son el mutante conformacional p53R175H y los 
mutantes de contacto con el ADN p53R248W y p53R273H (Sigal and Rotter 2000), que 
constituyen aproximadamente un tercio de todas las mutaciones de p53 en cánceres humanos 
(Beroud and Soussi 2003; Soussi, Ishioka et al. 2006). Estos tres mutantes de p53 son los más 
frecuentes, ya que la unión a ADN es crítica para la supresión tumoral (Romer, Klein et al. 
2006; Toledo and Wahl 2006). También estudiamos un mutante de p53 diseñado 
específicamente para no unirse al ADN y que no afecta a otras propiedades de p53, el 















Todos estos mutantes son incapaces de inducir regulación negativa de los niveles de 
proteína VRK1. Esta ausencia de efecto indica que la acción de p53 sobre los niveles de VRK1 
requiere la integridad del dominio de unión a ADN y es mediada por una forma de p53 que es 
capaz de unirse a ADN. Este resultado indica que es posible que el efecto sea mediado por la 
inducción o represión génica dependiente de p53 de un gen todavía no identificado. 
Figura 20. Mutantes del dominio de unión al ADN de p53 y su efecto sobre VRK1. Los tres mutantes de p53 
que aparecen más frecuentemente en la naturaleza en casos de cánceres humanos (p53R175H, p53R248W y 
p53R273H) y el mutante artificial p53R280K, todos ellos impedidos en su actividad transcripcional ya que son 
incapaces de interaccionar de forma normal con el elemento de respuesta a p53 de los promotores de los genes en el 
ADN, no son capaces de inducir regulación negativa de los niveles de proteína VRK1 a diferencia de p53 silvestre. 
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5.3. Dominio de oligomerización 
Finalmente analizamos la posible contribución del dominio carboxilo terminal de 
oligomerización de p53. Usamos tres variantes de p53: el mutante p53L332A, que es un 
mutante conformacional defectuoso en oligomerización; la isoforma p53CΔ60, que carece de 
los últimos 60 aminoácidos de p53, lo cual incluye a prácticamente la totalidad del dominio de 
oligomerización; y la isoforma p53β, que en lugar del dominio de oligomerización tiene una 
secuencia de aminoácidos corta que no corresponde a la de p53 silvestre (Bourdon, Fernandes et 
al. 2005) (Ver punto 3.2. de la Introducción titulado “Isoformas de p53 codificadas por el gen 
TP53”). La falta de este dominio resulta en la pérdida del efecto de regulación negativa de p53 
sobre VRK1 (Fig. 21B), mientras que el mutante conformacional p53L332A es mucho menos 


















Estos datos sugieren que la oligomerización de p53 es necesaria para la inducción de la 
regulación negativa de los niveles de VRK1 y también indica una diferencia funcional entre 
diferentes isoformas de p53. Todo esto corrobora la idea de la necesidad de un p53 
transcripcionalmente activo para la regulación negativa de VRK1 y que sería algún gen 
dependiente de p53 el encargado de promover esa regulación negativa. 
  
5.4. Mutantes de p53 en los diferentes sitios de fosforilación 
 La actividad de p53 se regula por fosforilación de su dominio de transactivación amino 
terminal llevada a cabo por diferentes quinasas que se activan en respuesta a diferentes 
Figura 21. Contribución del dominio de oligomerización de p53 en la regulación negativa sobre VRK1. En este 
caso utilizamos un mutante y dos isoformas de p53 deficientes en su dominio de oligomerización, que por tanto no 
pueden tetramerizar, que es la forma en la cual p53 interacciona con los promotores de los genes (de aquellos genes 
que tienen un elemento de respuesta a p53 en su promotor) y regula su transcripción. A. El mutante p53L332A no es 
capaz de regular negativamente a VRK1. B. Lo mismo ocurre con las isoformas p53CΔ60 y p53β. Se puede observar 
cómo el hecho de que falte el dominio de oligomerización por completo en las isoformas (Fig. 21B), hace que p53 
no tenga absolutamente ningún efecto sobre los niveles de proteína VRK1, mientras que en el caso del mutante (Fig. 
21A), al ser una mutación puntual que induce un cambio conformacional en la estructura de p53 que hace que 
oligomerice peor, y por ello es mucho menos eficiente induciendo el efecto de degradación de VRK1 que p53 
silvestre. 
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estímulos celulares, entre ellos los residuos típicamente fosforilados en respuesta a estrés (Bode 
and Dong 2004; Meek 2004). Sin embargo, la fosforilación en esta región de p53 no parece ser 
imprescindible para la activación de la transcripción génica dependiente de p53 (Jackson, 
Agarwal et al. 2004; Thompson, Tovar et al. 2004), aunque sí que afecta a la especifidad de las 
interacciones con otras proteínas.  
En este experimento analizamos el efecto de diferentes mutantes de p53 en diferentes 
sitios de fosforilación, de ambos extremos amino y carboxilo terminales, para determinar si eran 
capaces o no de inducir la regulación negativa de VRK1 y así caracterizar más este efecto. 
Probamos diferentes mutantes simples T18A, T18D, S15A y S20A, el mutante doble 
S15A/T18A, el mutante triple triple S15A/T18A/S20A y los mutantes múltiples ΔN, que tiene 
mutados a alanina todos los sitios de fosforilación del amino terminal; ΔC, que tiene mutados a 
alanina todos los sitios de fosforilación del carboxilo terminal y ΔN/ΔC que tiene mutados a 
alanina todos los sitios de fosforilación de la molécula p53 (Ashcroft, Kubbutat et al. 1999). 
Todos estos mutantes son capaces de regular negativamente a VRK1 de forma similar a como lo 



















En este experimento se usaron como controles dos mutantes de p53 
transcripcionalmente inactivos con mutaciones en el dominio de unión al ADN (p53R280K y 
p53R273H) que sabíamos previamente que eran incapaces de regular negativamente a VRK1 
(Fig. 22). 
Figura 22. Efecto 
sobre VRK1 de 
diferentes mutantes 




plásmidos en la línea 
celular H1299 (p53-/-) 
y se lisaron los 
extractos a las 36 horas 
para posterioremente 
realizar Western blot 
con anticuerpos 
específicos. En la 
gráfica se muestran los 
valores relativos de 
proteína VRK1 
normalizados con 
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6. Expresión de VRK1 en carcinomas de pulmón con p53 mutado 
 Hasta ahora habíamos estudiado la expresión de VRK1 en carcinomas de célula 
escamosa de cabeza y cuello y detectamos una correlación directa de los niveles de proteína 
VRK1 con otras proteínas relacionadas con el fenotipo de proliferación (Santos, Rodriguez-
Pinilla et al. 2006), pero no detectamos correlación con p53, probablemente debido a que no se 
pudieron determinar las mutaciones de p53 en esas biopsias. Pensamos que es posible que en 
aquellos tumores que tienen una acumulación de p53 mutado, haya también una acumulación de 
VRK1, ya que la existencia del circuito de autorregulación entre VRK1 y p53 predice que debe 
haber una acumulación de la proteína VRK1 en aquellos tumores que tienen una mutación en 
p53, debido a que ese p53 mutado es incapaz de activar la degradación proteolítica de VRK1. 
 Para comprobar esto estudiamos dos series de biopsias procedentes de cáncer de pulmón 
y correlacionamos los niveles de VRK1 nuclear con el fenotipo morfológico del tumor, 
carcinoma de célula escamosa (SCC) o adenocarcinoma (ADC), y también con el estado de 
mutación de p53. Antes de analizar los tumores de pulmón, se determinó la expresión de p53 y 
VRK1 en bronquiolo normal, en una zona a partir de la cual frecuentemente surge el cáncer de 
pulmón. El bronquiolo normal tiene una baja expresión de VRK1 en el núcleo y es negativo 
para p53 (Fig. 23). (La expresión basal de p53 silvestre en tejido normal lo hace prácticamente 
indetectable y es por ello que se considera tinción inmunohistoquímica negativa. Ver criterios 










Se detectaron similares niveles de expresión de ambas proteínas en otras zonas del 
pulmón, tanto bronquios como alvéolos. 
Posteriormente se determinó la correlación entre el nivel de VRK1 y el fenotipo 
inmunohistoquímico en 215 cánceres de pulmón (150 SCC y 65 ADC), que fueron usados para 
preparar microarrays de tejidos (TMA). En ambos tipos de tumor VRK1 se localiza en el 
núcleo como ocurre en algunas líneas celulares (Nichols and Traktman 2004; Vega, Sevilla et 
al. 2004), y también en carcinomas de célula escamosa de cabeza y cuello (Santos, Rodriguez-
Pinilla et al. 2006). Se determinaron los niveles de proteína VRK1 mediante 
inmunohistoquímica y se detectó una correlación positiva y estadísticamente significativa 
Figura 23. Inmunohistoquímica de p53 y VRK1 en bronquiolo normal. Se detectaron los niveles de VRK1 
y p53 con anticuerpos específicos para ambas proteínas. La barra de la parte inferior derecha corresponde a 100 
μm. Como esperábamos p53 es negativo en tejido normal y VRK1 se expresa a un nivel bajo. 
VRK1 p53
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(p<0.05) entre altos niveles de VRK1 y el fenotipo de carcinoma de célula escamosa. Es decir, 
los carcinomas de célula escamosa tienen niveles significativamente más altos de VRK1 que los 
adenocarcinomas. Esta correlación podría deberse a diferencias funcionales de VRK1 en cada 
tipo de tumor. Previamente ya habíamos comprobado que en algunas líneas celulares 
procedentes de adenocarcinomas (como MCF7) la proteína VRK1 es citosólica en vez de 
nuclear, aunque todavía no conocemos las consecuencias de estas diferentes localizaciones 
subcelulares (Blanco, Klimcakova et al. 2006; Valbuena, Lopez-Sanchez et al. 2007). 
Entre los diferentes marcadores analizados, dos marcadores de fenotipo proliferativo 
como son la Ciclina A (n=125; p<0.018) y Survivina (n=128; p<0.011) correlacionaban 
positivamente con VRK1, lo cual es un resultado similar y consistente con lo que ocurre en 
carcinomas de célula escamosa de cabeza y cuello (Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006).  
En los casos de carcinoma de pulmón de célula escamosa (SCC) también hay una 
correlación inversa entre VRK1 y el supresor de tumores p16 (n=94; p<0.001). La proteína p16 
es un inhibidor de la progresión del ciclo celular y en líneas celulares de osteosarcoma inhibe la 
expresión de VRK1, y también la expresión de estas dos proteínas correlaciona inversamente en 
carcinomas de cabeza y cuello (Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006). En la figura 24 se 
muestra la tinción inmunohistoquímica de los diferentes casos en un rango desde positiva a 
negativa para las proteínas VRK1, p53 y p16. 



















Figura 24. Inmunohistoquímica 
de carcinomas de pulmón. 
Diferentes niveles de expresión 
de VRK1, p53 y p16 en 
carcinomas de célula escamosa 
de pulmón. Los diferentes casos 
se tiñeron con los 
correspondientes anticuerpos 
específicos. En cuanto a lo que 
concierne al circuito de 
autorregulación entre p53 y 
VRK1, se observa que aquellos 
casos que tienen p53 silvestre 
tienen baja VRK1, mientras que 
aquellos casos con p53 mutado 
tienen acumulación de VRK1, ya 
que este p53 mutado en su 
dominio de unión al ADN es 
incapaz de regular negativamente 
a VRK1. La expresión o no del 
supresor de tumores p16, que 
sabemos que inhibe la expresión 
de VRK1, también contribuye en 
algunos casos a los diferentes 
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En estos carcinomas de pulmón de célula escamosa, el estado de mutación de p53 
presenta una correlación positiva con niveles altos de proteína VRK1 endógena. Para ilustrar 
estas observaciones se muestran varios ejemplos: dos casos con p53 silvestre y niveles bajos de 
VRK1 (Fig. 24, Casos A y C); dos casos con p16 normal pero con mutaciones en p53 en los que 
los niveles de VRK1 endógena son muy altos (Fig. 24, Casos D y E); y un caso con p16 mutado 
que también tiene acumulación de VRK1 debido a que p16 es un inhibidor de la expresión del 
gen VRK1 (Fig. 24 Caso B). Por lo tanto, a la vista de estos resultados podemos concluir que 
existe una sobreexpresión de VRK1 en aquellos carcinomas de pulmón que tienen p53 mutado. 
Estos resultados son consistentes con una interrupción del circuito de autorregulación 
existente entre VRK1 y p53, y permiten la identificación de dos tipos de tumores dentro del 
grupo de carcinoma de célula escamosa de pulmón: p53 silvestre/VRK1 baja y p53 
mutado/VRK1 alta. Además, las mutaciones en p53 N131Y y A138V son en su dominio de 
unión al ADN, que ya habíamos demostrado previamente mediante transfección en líneas 
celulares que p53 mutado en su dominio de unión al ADN es incapaz de regular negativamente 
a VRK1. No obstante, quisimos comprobar que esto también ocurría así en la línea celular de 



















Como esperábamos, también en esta línea celular de carcinoma de pulmón A549, p53 
silvestre regula negativamente a VRK1 y no lo hace el mutante del dominio de unión a ADN 
p53R175H.  
Figura 25. Efecto de p53 silvestre y p53R175H sobre VRK1 en la línea celular A549. Regulación 
negativa por parte de p53 silvestre y pérdida de regulación por parte del mutante de unión al ADN 
p53R175H en células A549 de carcinoma de pulmón que fueron transfectadas con la cantidad indicada de 
plásmido pCB6+p53 o pCB6+p53R175H, de forma que tuviéramos similares niveles de proteína de ambos, 
y 5 μg de plásmido pCEFL-HA-VRK1. En las gráficas se muestra el nivel de cada una de las proteínas 
relativo a los niveles del control de carga βactina. 
VRK1
0   0.08   0.3   0.6   1.3  μg                   



























+     +      +     +     +
p53 0    0.1   0.4  0.8  1.6   μg                    


































































  - 67 -
RESULTADOS
7. Los niveles de ARN mensajero de VRK1 no se ven afectados por p53 
Sería posible que p53 llevase a cabo esta regulación negativa sobre VRK1 a nivel 
transcripcional, es decir, afectando a la expresión del gen de VRK1. Sin embargo, las 
observaciones previas en las cuales el efecto se producía cuando expresábamos VRK1 desde 
diferentes promotores ya descartaba en parte esta posibilidad.  
Para descartarla definitivamente determinamos los niveles de ARNm de VRK1 
mediante RT-PCR cuantitativa, tanto sola como cotransfectada con p53 sobreexpresado 
mediante transfección de dos cantidades diferentes del plásmido pCB6+p53 (0,4 y 0,8 μg). La 
cantidad de ARNm de VRK1 detectado tanto sola como cotransfectada con las dos dosis de p53 
fue la misma. Estas concentraciones de p53 inducían una fuerte regulación negativa de los 
niveles de proteína de VRK1 como se muestra en el análisis por Western blot (Fig. 26 dcha). 
Por lo tanto, si esta regulación negativa estuviera mediada por un efecto de p53 sobre el 
promotor deberíamos ver caída en los niveles de ARNm de VRK1. Esas cantidades de proteína 
p53 no parecían tener ningún efecto en la transcripción de VRK1, ya que los niveles de ARNm 
de VRK1 no se veían afectados por p53, como se ve en la figura de RT-PCR en la que el inicio 
de amplificación ocurre en el mismo ciclo en todas las muestras (indicado con una flecha en la 
figura 26) a los mismos tiempos a los que hay ya una reducción importante en los niveles de 
proteína de VRK1. Por lo tanto p53 ejerce su efecto sobre VRK1 a nivel postranscripcional. 
 
 

















Figura 26. Niveles de ARNm de VRK1 en ausencia y presencia de p53 sobreexpresado en la línea celular 
H1299 (p53-/-). En la gráfica se muestra una RT-PCR cuantitativa con oligos específicos para VRK1 (5’: 
CCAACGAGCTGCAAAACC y 3’: TGTCATGTAGACCAGACCCCC). En el Western blot de la derecha se 
muestra cómo disminuyen los niveles de proteína VRK1 en presencia de dos cantidades crecientes de p53, sin 
embargo, en la gráfica se puede observar cómo para esas mismas cantidades de p53 (líneas azul y amarilla) los 
niveles de ARN mensajero de VRK1 no varían con respecto al control (VRK1 sin p53, línea verde). La línea rosa 
muestra los niveles basales de VRK1 endógena, ya que ese punto sólo fue transfectado con vector vacío. (El resto de 
líneas muestran la suma de los niveles de ARNm de VRK1 endógena y transfectada, los cuales no se ven afectados 
por la presencia de p53). Por lo tanto p53 no afecta a la transcripción del gen VRK1, lo cual confirma que p53 ejerce 
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8. p53 también regula negativamente a diferentes mutantes de VRK1 
 Para tratar de caracterizar más el efecto de regulación negativa de VRK1 ejercido por 
p53, y para estudiar cuál es el mecanismo mediante el cual se produce, probamos el efecto que 
tenía p53 sobre diferentes mutantes de VRK1. La introducción de determinadas mutaciones 
puntuales en la secuencia de VRK1 hacía que sitios clave para su función y regulación dejaran 
de funcionar como tales, por lo tanto, si el efecto de regulación negativa inducida por p53 
dependía de alguno de ellos, no debiera producirse en estos mutantes.   
Para ello usamos el mutante de VRK1 sin actividad quinasa VRK1 K179E (Sevilla, 
Santos et al. 2004 a; Sevilla, Santos et al. 2004 b), el doble mutante del sitio de sumoilación 
VRK1 KK34/35NQ, dos mutantes del sitio de fosforilación por Plk (residuo Serina-342) y 
cuatro mutantes de sitios de fosforilación reguladores del carboxilo terminal (residuos Treonina-
355 y Treonina-390). Transfectamos estos mutantes clonados en el vector pCEFL-HA (cada 
mutante en una cantidad de plásmido entre 4 y 8 μg, que nos permitiera la detección de la 
proteína 36 horas después de la transfección mediante Western blot) en presencia de cantidades 
crecientes del plásmido pCB6+p53 en la línea celular H1299 (p53-/-). 
Así, probamos el efecto de p53 sobre el mutante VRK1 K179E que es inactivo como 
quinasa y comprobamos que, aunque es menos estable, también era regulado negativamente por 
p53 (Fig. 27A). Esta regulación negativa también se producía de igual manera en el doble 
mutante del sitio de sumoilación VRK1 KK34/35NQ (Fig. 27B), en el mutante que no puede ser 
fosforilado por Plk (VRK1 S342A) y el que mimetiza esta fosforilación (VRK1 S342D) (Fig. 
27C), así como en los mutantes de los sitios de fosforilación 355 y 390 en el carboxilo terminal, 
tanto en la versión no fosforilable (mutación a alanina, VRK1 T355A y T390A) como en la 
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Esto nos indica que la regulación negativa de VRK1 ejercida por p53 no dependería ni 
de la actividad kinasa de VRK1, ni de su sumoilación (Anckar and Sistonen 2007; Guo, Yang et 
al. 2007), ni de su fosforilación por Plk (Takai, Hamanaka et al. 2005; Xie, Xie et al. 2005), ni 
de su fosforilación en sus residuos de Treonina 355 y 390. Todo esto supone que estos procesos 
no estarían implicados en esta regulación negativa de VRK1 y que p53 estaría induciendo la 
misma por un mecanismo diferente, como podría ser una degradación de la proteína VRK1, que 
es lo que pasamos a estudiar posteriormente.  
Figura 27. Diferentes mutantes de VRK1 también son regulados negativamente por p53. Efecto de p53 en 
cantidades crecientes sobre los niveles de diferentes mutantes de VRK1. A. Mutante sin actividad quinasa K179E. 
B. Mutante del sitio de sumoilación KK34/35NQ. C. Mutantes del sitio de fosforilación por Plk. D. Mutantes de 
los sitios de fosforilación carboxilo terminales Treonina-355 y Treonina-390.  
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9. Mdm2 no es el responsable de la degradación de VRK1 inducida por p53  
 
Un posible mecanismo mediante el cual p53 podría regular negativamente a VRK1 sería 
mediante la activación, directa o indirectamente, de actividad proteolítica tras la activación de la 
transcripción dependiente de p53. Teniendo en cuenta esto, el mecanismo más probable sería la 
activación de una ubiquitina ligasa, como por ejemplo Mdm2, que la ubiquitinaría y la enviaría 
a degradación vía proteasoma. Además, Mdm2 es un gen que es diana transcripcional de p53, y 
promueve ubiquitinación y degradación en el proteasoma del propio p53 (Montes de Oca Luna, 
Wagner et al. 1995). Por lo tanto, sería posible que VRK1 pudiera ser regulada negativamente 
por Mdm2 u otra ubiquitina ligasa similar.  
Para determinar si Mdm2 estaba implicado en la degradación de VRK1 inducida por 
p53, llevamos a cabo diferentes experimentos. Primero transfectamos células H1299 con 
cantidades crecientes del plásmido pCOC-Mdm2. El incremento en los niveles de Mdm2 por sí 
solo no afecta a la cantidad o la migración de la proteína VRK1 detectada en las células tras 
electroforesis con SDS en gel de poliacrilamida y detección por Western blot (Fig. 28A). Esto 
indica que VRK1 no es ubiquitinada ni degradada por Mdm2. Como control de que este Mdm2 
era capaz de inducir degradación de sus proteínas diana mediante ubiquitinación, transfectamos 
células H1299 con p53 en presencia y ausencia de Mdm2 para demostrar que p53 es degradado 













Para confirmar que VRK1 no se ubiquitina, llevamos a cabo un experimento en 
condiciones en las cuales podemos detectar acumulación y ubiquitinación de p53, como control 
positivo. Células H1299 fueron transfectadas con pCOC-Mdm2, pCB6+p53 o pCEFL-HA-
VRK1 en presencia de pUbiquitin-His, para que la ubiquitina no fuera limitante, y del inhibidor 
del proteasoma MG132, para prevenir la degradación vía proteasoma y poder ver acumulación 
de todas aquellas proteínas ubiquitinadas. El cambio en la migración de p53 ubiquitinado fue 
+        +        +        +        +         
- 1         2        4        8    μg                 
HA-VRK1
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Figura 28. Mdm2 no está implicado en la regulación negativa de VRK1. A. La sobreexpresión de la 
proteína Mdm2 no produce regulación negativa de los niveles de proteína VRK1 por sí sola. Células de la 
línea H1299 fueron transfectadas con 5 μg del plásmido pCDNA-VRK1 solo y en presencia de cantidades 
crecientes del plásmido pCOC-Mdm2. Se añadió 1 μg del plásmido pUbiquitin-His para que la ubiquitina 
intracelular no resultara limitante. B. Se hizo lo mismo, pero con p53 (0,2 μg del plásmido pCB6+p53 y 4μg 
de pCOC-Mdm2) en vez de con VRK1. En estas condiciones Mdm2 es activo para inducir degradación de una 
de sus dianas conocidas, como es p53, pero no es capaz de  regular negativamente a VRK1. 
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detectado claramente en forma de escalera de p53, pero no ocurría lo mismo en la migración en 
el gel de la proteína VRK1, sugiriendo que no existen formas de VRK1 ubiquitinadas en estas 








Para descartar cualquier participación de Mdm2 en este mecanismo, usamos 
fibroblastos embrionarios murinos deficientes en p53 y Mdm2 derivados de ratones doble 
knock-out (MEFs p53-/- Mdm2-/-) (Montes de Oca Luna, Wagner et al. 1995). Transfectamos 
estos fibroblastos con cantidades crecientes de pCB6+p53 y una cantidad fija de pCEFL-HA-
VRK1 (Fig. 30). En estas condiciones también ocurre la regulación negativa de VRK1 inducida 
por p53 indicando que Mdm2 no es necesario para la misma. Después, para comprobar si el 
efecto pudiera ser a través de otra ubiquitina ligasa y degradación por el proteasoma, realizamos 
un experimento similar en la misma línea celular pero en presencia del inhibidor del proteasoma 
MG132. Podemos observar cómo en presencia del mismo aparecen niveles más altos de p53. 
Esto indica que en condiciones normales existe degradación de p53 vía proteasoma mediada por 
otras ubiquitina ligasas diferentes a Mdm2, y que el inhibidor del proteasoma MG132 funcionó 
perfectamente bloqueando esa degradación en este experimento. El efecto de p53 sobre VRK1 
sigue existiendo y es incluso mayor en presencia de MG132 ya que este hace que aumenten los 
niveles de p53. Estos resultados sugieren que la regulación de VRK1 por p53 está mediada por 
un mecanismo independiente de Mdm2 u otras ubiquitina ligasas, ubiquitinación y degradación 

















Figura 29. VRK1 no se ubiquitina.  
Detección de ubiquitinación en p53 pero 
no en VRK1, bajo las mismas condiciones, 
en la línea celular H1299. Las células 
fueron transfectadas con 4 μg del plásmido 
pCOC-Mdm2, 3 μg de pCEFL-HA-VRK1 
o 1μg de pCB6+p53 en presencia de 1μg 
de pUbiquitin-His. 
Figura 30. Regulación negativa de VRK1 por p53 en MEFs p53-/- Mdm2-/-. Regulación 
negativa de VRK1 en esta línea y también en presencia del inhibidor del proteasoma MG132. Todo 
ello indica que p53 induce regulación negativa de VRK1 por un mecanismo independiente de Mdm2 
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10. La degradación de VRK1 inducida por p53 es llevada a cabo por proteasas de la vía 
lisosomal 
La ruta alternativa de degradación de proteínas es la vía lisosomal, compuesta 
principalmente por Serina y Cisteína proteasas (Hunziker and Geuze 1996). En esta vía de 
degradación las proteínas tienen que entrar en el sistema de vesículas de la célula y 
posteriormente ser transportadas de endosomas tardíos a lisosomas, donde son degradadas por 
proteasas de Serina que funcionan a pH ácido. Por lo tanto, decidimos investigar si esta ruta 
estaba implicada en la degradación de VRK1 inducida por p53 mediante el uso de una variedad 
de inhibidores del tráfico endosoma-lisosoma y de inhibidores de proteasas que afectan a 
diferentes tipos de proteasas intracelulares.  
El tráfico desde endosomas tardíos hasta lisosomas se puede inhibir experimentalmente 
mediante cloroquina (Qin, Shao et al. 2003; Xiao, Allison et al. 2003; Koh, von Arnim et al. 
2005; Ignatiuk, Quickfall et al. 2006). Estudiamos la sensibilidad de la regulación negativa de 
VRK1 a inhibidores de este sistema de transporte mediante un análisis de dosis-respuesta con 
cloroquina. A medida que aumentamos la cantidad de cloroquina en el rango de 10 a 60 μM, se 
observa una inhibición de la regulación negativa de VRK1 inducida por p53 (Fig. 31). 











Estos datos indican que, de alguna forma, VRK1 es inducida por p53 a entrar en el 
sistema de endosomas tardíos y lisosomas donde es degradada, y es por eso por lo que 
observamos esa protección parcial en presencia de cloroquina. Además, el aparato de Golgi es 
un paso previo para la entrada en el sistema de endosomas y allí se ha detectado una población 
de VRK1 (Valbuena, Lopez-Sanchez et al. 2007). 
Posteriormente investigamos la sensibilidad de esta degradación a varios inhibidores de 
proteasas. Los inhibidores de proteasas usados fueron: pepstatina para Aspartato proteasas; 
PMSF, aprotinina, DFP, STI y leupeptina para Serina proteasas; IAA y leupeptina para Cisteína 
proteasas; EDTA y 1,10-fenantrolina para metaloproteasas; y ALLN, calpain inhibitor III, 
calpeptina, EST inhibitor y PD150606 para calpaína proteasas. Estos inhibidores se añadieron a 
Figura 31. Sensibilidad a cloroquina de la regulación negativa de VRK1 inducida por p53. La cloroquina es un 
inhibidor del transporte endosoma-lisosoma y es capaz de evitar la regulación negativa que ejerce p53 sobre VRK1. 
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las 12-18 horas postransfección y estuvieron en presencia de las células 6-12 horas. Pudimos 
observar cómo la mayoría de los inhibidores de Serina proteasas (aprotinina, leupeptina, DFP y 
STI) o Cisteína proteasas (leupeptina) inhibían parcialmente la degradación de VRK1 inducida 

























Leupeptina es además un inhibidor bien establecido de la degradación de proteínas 
mediante la vía lisosomal (Qin, Shao et al. 2003). Por lo tanto, la inhibición de estas proteasas 
del lisosoma evita parcialmente la degradación de VRK1 inducida por p53, y eso nos indica que 
efectivamente es ahí donde VRK1 se degrada.  
Ninguno de los inhibidores de calpaínas afectaba a la regulación negativa. También 
determinamos la posible activación de caspasas mediante el análisis de la degradación 
proteolítica de la polimerasa poli ADP-ribosa, que no ocurría en estos experimentos, sugiriendo 
que no había activación de la ruta de las caspasas por p53, además del uso de inhibidores de las 
mismas, que no afectaron a la regulación negativa. 
Figura 32. Sensibilidad a inhibidores de proteasas de la regulación negativa de VRK1 inducida por p53.  
En el Western blot se observa como, sobre todo, los inhibidores de proteasas leupeptina, aprotinina y DFP 
protegen a VRK1 de la degradación inducida por p53, con respecto al control. Esto se puede observar debajo con 
más detalle en la gráfica donde se muestran los valores de niveles de proteína cuantificados y normalizados con 
respecto al control de carga βactina. 
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11. VRK1 tiene en su secuencia varias zonas de marcaje para su entrada en la vía de 
degradación endocítica-lisosomal 
Dentro de la estructura de la proteína VRK1 existe una región expuesta y accesible en la 
zona carboxi terminal (entre los aminoácidos 304 y 320, ver Figura 33) que la hace susceptible 
de ser marcada para la entrada en la vía de degradación endocítica-lisosomal, la cual hemos 
demostrado que es la vía de degradación proteolítica de VRK1 inducida por p53.  
Para tratar de determinar si esa es la región de VRK1 responsable de su entrada en esa 
vía de degradación probamos si diferentes mutantes de deleción de VRK1 podían ser 
degradados por p53 y vimos que todos ellos eran degradados por el mismo, incluso el mutante 
de VRK1 que carece de esa región (VRK1-Nc), por lo tanto, debe haber otras regiones de 
marcaje para la entrada en esa vía que quedan accesibles y expuestas en esa construcción (y que 
no estaban expuestas en la proteína completa, por estar dentro del dominio quinasa globular, ver 























Es decir, la proteína VRK1 completa tiene en su secuencia de aminoácidos varias 
regiones potenciales que podrían mediar su interacción con algún adaptador endosomal o de 
Figura 33. Degradación de diferentes mutantes de deleción de VRK1 por p53 y localización de las secuencias 
de marcaje para su entrada en la vía de degradación endocítica-lisosomal. Las diferentes construcciones con 
los fragmentos de deleción de VRK1, clonados en plásmidos pCDNA3.1 con el epítopo myc, se transfectaron en 
presencia de cantidades crecientes del plásmido que codifica para p53 en la línea celular H1299 (p53-/-). Los 
motivos de secuencia lineal y la predicción de su exposición fueron identificados con el servidor ELM (Motivos 
Lineales Eucarióticos) disponible en internet (Puntervoll, Linding et al. 2003). Las secuencias marcadas como End 
(azul) corresponden a motivos endocíticos, mientras que los marcados como LysEnd (rojo) corresponden a motivos 
de transporte desde al aparato de Golgi a endosomas-lisosomas. Las secuencias del extremo carboxi terminal que 
quedan fuera del dominio quinasa globular se encuentran expuestas y accesibles (se indica su secuencia de 
aminoácidos) según ELM. Las secuencias que se encuentran dentro del dominio quinasa globular no estarían 
expuestas salvo en el mutante de deleción VRK1-Nc probablemente debido a un plegamiento diferente, ya que este 
también es degradado por p53, a pesar de que carece de las secuencias teóricamente expuestas. 
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transporte a endosomas y lisosomas, que hacen que pueda entrar en la vía de degradación 
endocítica-lisosomal. La región expuesta entre los aminoácidos 304 y 320 sería la responsable 
del marcaje de VRK1 para su entrada en esta vía. Sin embargo, las regiones de este tipo que se 
encuentran entre los residuos 107-110, 126-129, 191-196 y 249-252, no están expuestas en la 
proteína completa ya que se encuentran embebidas dentro del dominio quinasa globular. Estas 
zonas deben quedar expuestas por un plegamiento diferente en la construcción VRK1-Nc, y ser 
las responsables de su entrada en la vía de degradación endocítica-lisosomal, ya que, aunque esa 
construcción carece de la zona de marcaje expuesta (aa 304-320), también es degradada por 
p53. 
 
12. Efecto de los coactivadores p300, CBP y PCAF en la degradación de VRK1 inducida 
por p53 
Hasta ahora hemos demostrado que para que la regulación negativa de VRK1 se lleve a 
cabo es necesario que haya transcripción dependiente de p53. Es decir, p53 induce la 
transcripción de algún gen o genes y la proteína o proteínas resultantes, de alguna manera, 
serían las encargadas de controlar la entrada de VRK1 en la vía lisosomal y su degradación 
proteolítica. Para tratar de caracterizar más este efecto de inducción de regulación negativa de 
VRK1 por parte de p53, decidimos estudiar la contribución de diferentes cofactores 
transcripcionales de p53 en este proceso. p300 y CBP son cofactores de p53 que participan en 
su activación transcripcional mediante acetilación del mismo en los residuos Lisina-305, Lisina-
373 y Lisina-382 (Grossman 2001; Ito, Lai et al. 2001; Wang, Tsay et al. 2003). PCAF es otra 
acetil transferasa que también funciona como cofactor de p53 y lo acetila, en este caso, en el 
residuo Lisina-320 (Liu, Scolnick et al. 1999). Previamente había sido descrito que VRK1 es 
capaz de aumentar la acetilación de p53 mediante su fosforilación en Treonina-18 (Vega, 
Sevilla et al. 2004).  
  
 12.1. p300 sobreexpresado protege a VRK1 de la degradación inducida por p53 
En primer lugar, se probó si p300 tenía algún efecto en la regulación negativa de VRK1 
inducida por p53. Para ello se transfectaron células H1299 (p53-/-) con los plásmidos pCEFL-
HA-VRK1, pCB6+p53 y cantidades crecientes de pCMV-p300 (Fig. 34A). Sorprendentemente, 
a medida que los niveles de p300 aumentan, se produce una disminución mayor en la 
degradación de VRK1 inducida por p53, es decir, p300 evita la degradación de VRK1 inducida 
por p53, o, dicho de otra manera, p300 protege a VRK1 de la degradación inducida por p53. 
Para confirmar que este efecto está relacionado con p53, es decir, que efectivamente p300 está 
evitando la degradación de VRK1 inducida por p53, se hizo el mismo experimento pero en 
ausencia de p53 y se observa cómo la misma sobreexpresión de p300 por sí solo no afecta 
prácticamente a los niveles de VRK1 (Fig.  34B). 

























Es posible que el gen controlado por p53 que regula la degradación de VRK1 no 
requiera a p300 como coactivador y que la sobreexpresión de p300 dirija la actividad 
transcripcional de p53 hacia otras dianas transcripcionales entre las que no está la que controla 
la regulación negativa de VRK1. 
 
 12.2. CBP sobreexpresado protege a VRK1 de la degradación inducida por p53 
p300 y CBP son dos proteínas relacionadas con un 80% de homología en su secuencia 
lo cual sugiere que la mayoría de sus efectos son similares. Por lo tanto, sería probable que CBP 
protegiera a VRK1 de la degradación inducida por p53, al igual que p300, o por el contrario, la 
detección de una respuesta diferente podría ayudarnos a determinar la especificidad del efecto. 
Para ver cuál de los dos era el caso realizamos un experimento similar al anterior y vimos que, 
al igual que p300, cantidades crecientes de CBP eran capaces de proteger a VRK1 de la 
regulación negativa inducida por p53 (Fig. 35A) y que CBP por sí solo, en ausencia de p53, no 
tenía efecto en los niveles de VRK1 (Fig. 35B). 
Figura 34. A. Efecto de la 
sobreexpresión del cofactor p300 
sobre la regulación negativa de 
VRK1 inducida por p53. Se 
transfectaron células H1299 (p53-/-) 
con 0.2 μg de pCB6+p53 y 5 μg de 
pCEFL-HA-VRK1 con cantidades 
crecientes de pCMV-p300-HA y 36 
horas después se analizaron los 
extractos con los correspondientes 
anticuerpos mediante Western blot. 
En la gráfica se representan los 
valores de VRK1 normalizados con 
respecto al control de carga βactina. 
Se observa cómo en presencia de 
una cantidad de p53 que induce una 
regulación negativa fuerte de 
VRK1, p300 en cantidades 
crecientes es capaz de evitar esta 
regulación negativa de VRK1 
inducida por p53 de forma dosis 
dependiente. B. Efecto de la 
sobrexpresión de p300 sobre 
VRK1. Se realizó un experimento 
similar al de la parte A pero en 
ausencia de p53. La sobreexpresión 
de p300 por sí mismo prácticamente 
no afecta a los niveles de VRK1. 
Aunque sí que  aumenta en cierta 
medida los niveles de VRK1, ese 
aumento no parece ser nada 
comparable al efecto de protección 
que ejerce sobre la degradación de 
VRK1 inducida por p53. Es decir, la 
protección que ejerce p300 sobre 
VRK1 no parece ser producto del 
pequeño aumento que ejerce p300 
sobre los niveles de VRK1. 
βactina
VRK1
0      0     0    0.5     1      3      5   μg             











- +      +     +     +      +     +             
0      0     0     0.5    1      3     5    μg           




























































12.3.PCAF sobreexpresado no protege a VRK1 de la degradación inducida por p53 
Se llevó a cabo un experimento similar al de p300/CBP pero usando el plásmido pCI-
Flag-PCAF (Fig. 36A) y en este caso, observamos cómo PCAF no es capaz de proteger a VRK1 
de la degradación inducida por p53 a diferencia de p300/CBP. También vimos cómo PCAF por 

















Figura 35. Estos experimentos se llevaron a 
cabo exactamente igual que los de la Figura 34, 
pero usando el plásmido pSG5-CBP en lugar del 
pCMV-p300. A. Efecto de la sobreexpresión 
del cofactor CBP sobre la regulación negativa 
de VRK1 inducida por p53. El cofactor CBP, 
al igual que p300, también protege a VRK1 de la 
degradación inducida por p53. B. Efecto de la 
sobreexpresión de CBP sobre VRK1. CBP por 
sí solo no ejerce ningún efecto sobre los niveles 
de VRK1.  
Figura 36. A. Efecto de la 
sobreexpresión del cofactor PCAF sobre 
la regulación negativa de VRK1 
inducida por p53. PCAF en cantidades 
crecientes, a diferencia de p300/CBP, no 
protege a VRK1 de la degradación 
inducida por p53. B. Efecto de la 
sobreexpresión de PCAF sobre VRK1. 
PCAF por sí solo tampoco tiene ningún 
efecto sobre VRK1.
βactina
0      0     0     0.5     1     3      6   μg                    
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Esto confirma una implicación funcionalmente diferente de PCAF y p300/CBP como 
coactivadores de p53, lo cual puede ser debido a una diferente especificidad de unión a 
promotores de los diferentes complejos transcripcionales p53-cofactores (Grossman 2001; 
Espinosa, Verdun et al. 2003). 
 
12.4. Competencia entre p300 y PCAF en el efecto de protección sobre VRK1 
Es posible que PCAF desplace a p300 de un hipotético complejo y evite el efecto de 
p300. Para determinar si PCAF podía competir con p300 en la coactivación de p53 implicada en 
la regulación negativa de VRK1 realizamos dos experimentos diferentes. Por un lado, probamos 
si PCAF en cantidades crecientes era capaz de revertir el efecto de protección inducida por p300 
(Fig. 37A) y vimos que ese no era el caso, es decir, que p300 sigue protegiendo aún cuando hay 
sobreexpresión de PCAF. Y por otro lado, probamos si p300 podía revertir la ausencia de 
protección por parte de PCAF, de forma que transfectamos cantidades crecientes de p300 y 
vimos cómo, aún en presencia de sobreexpresión de PCAF, p300 también era capaz de inducir 













12.5. Efecto de los mutantes p53L22Q/W23S y p53-6KR 
En primer lugar quisimos determinar si la protección de VRK1 inducida por p300 
dependía de interacción directa de este último con p53. El dominio de transactivación de p53 
interacciona con p300, sin embargo esta interacción es parcialmente interrumpida en el mutante 
conformacional p53L22Q/W23S (Borger and DeCaprio 2006). Como hemos demostrado 
previamente este mutante también es capaz de regular negativamente a VRK1. Por lo tanto, 
probamos si este efecto de regulación negativa era prevenido por p300, a pesar de que esté 
impedida en cierta medida la interacción directa entre p53L22Q/W23S y p300. Para ello 
transfectamos células H1299 (p53-/-) con el plásmido que codifica para p53L22Q/W23S y 
pCEFL-HA-VRK1 en ausencia y presencia de p300 en cantidades crecientes (Fig. 38A). Se 
Figura 37. Competencia entre p300 y PCAF en la protección de la degradación de VRK1 inducida por p53. 
A. PCAF sobreexpresado en cantidades crecientes no es capaz de revertir el efecto de protección que ejerce p300 
sobre la degradación de VRK1 inducida por p53. B. p300 sobreexpresado en cantidades crecientes es capaz de 
proteger a VRK1 de la degradación inducida por p53 aún en presencia de PCAF sobreexpresado. Todo esto indica 
un efecto dominante y específico de p300 en la protección de VRK1.    
p300      - - +    +     +     +  (3μg)
p53      - +     +    +     +     +  (0.3μg)
PCAF      - - - 1     3     5   μg






p300      - - - 1     3     5   μg
p53      - +     +    +     +     +  (0.3μg)
PCAF      - - +    +     +     +  (3μg) 
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puede observar cómo p300 protege de forma suave a VRK1 de la degradación inducida por el 
mutante p53L22Q/W23S, con lo cual esa protección menor puede ser debida al impedimento en 




















En segundo lugar, quisimos determinar si la regulación negativa de VRK1 por parte de 
p53 dependía de su acetilación. Las tres proteína p300, CBP y PCAF son acetil transferasas, por 
lo tanto es posible que su efecto diferencial estuviera mediado por acetilación de p53 en 
diferentes residuos. Para determinar esto comprobamos si el mutante de p53 que tiene todos los 
residuos de lisina susceptibles de ser acetilados  mutados a arginina (p53-6KR), era capaz de 
inducir regulación negativa de VRK1 (Fig. 38B). El mutante p53-6KR induce regulación 
negativa de VRK1 al igual que p53 silvestre, por lo tanto no es necesaria acetilación para llevar 
a cabo este efecto. Es decir, la regulación negativa de VRK1 inducida por p53 no requiere 
acetilación de p53 por parte de sus cofactores transcripcionales.   
 
 12.6. Efecto del dominio C/H3 de p300 en la protección de VRK1 
La molécula p300 tiene dos zonas de interacción con p53. Una se encuentra localizada 
cerca de su extremo amino terminal y está relacionada con la degradación de p53 y requiere la 
participación de Mdm2. La otra zona de p300 a través de la cual interacciona con p53 está cerca 
del extremo carboxilo terminal, pero no está claro si incluye a la región C/H3 (aminoácidos del 
Figura 38. A. Efecto del mutante p53L22Q/W23S que no se une a p300. Se transfectaron células H1299 con las 
cantidades indicadas del mutante conformacional p53L22Q/W23S, que  se une peor a p300, 5μg de pCEFL-HA-
VRK1 y cantidades crecientes de p300. Se prepararon los extractos 36 horas después de la transfección y se llevó a 
cabo Western blot con los correspondientes anticuerpos. En la gráfica se muestran los valores normalizados con 
respecto a la βactina. Se observa como este mutante es menos eficiente en la inducción de la degradación de VRK1 
y como p300 protege ligeramente a VRK1 de esa degradación. B. Efecto del mutante de todos los sitios de 
acetilación p53-6KR. Este mutante, a pesar de no poder ser acetilado, es capaz de regular negativamente a VRK1, 





+      +     +     +      +
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1709 al 1913), la cual está implicada en activación de la transcripción (Grossman, Perez et al. 
1998; Patel, Huang et al. 1999; Grossman 2001). El dominio C/H3 de p300 tiene un 86% de 
homología con el correspondiente dominio de CBP (Giles, Peters et al. 1998), e interacciona 
con proteínas como el antígeno T grande del SV40, la proteína E1A de adenovirus, PCAF, Fos, 
E2F y c-Jun (Patel, Huang et al. 1999). Decidimos estudiar si esta región de p300 por sí sola era 
capaz de proteger a VRK1 de la degradación inducida por p53, ya que, como hemos dicho, es 
una región implicada en la activación de la transcripción y es posible que interaccione con p53. 
La región encargada de la actividad acetil transferasa de p300 se localiza entre los 
aminoácidos 1195 y 1921, pero se pierde si los residuos 1353-1355 y 1466-1467 se encuentran 
mutados o deleccionados (Borger and DeCaprio 2006). Las construcciones p300-C/H3-Flag (aa 
1709-1913) y p300-C/H3-Del33-Flag (región C/H3 delecionada, sin los aminoácidos 1737-
1809, que es la zona necesaria para la unión al antígeno T grande del virus SV40) no tienen 
actividad acetil transferasa, por lo tanto, si ejercieran algún efecto en la regulación negativa de 
VRK1 inducida por p53 sería debido a su interacción con otras proteínas.  
La expresión del dominio C/H3 por sí mismo es capaz de evitar la inducción de la 
degradación de VRK1 por p53 (Fig. 39A), pero el dominio C/H3-Del33, que es defectivo en 




















Figura 39. Efecto del dominio C/H3 de p300 y del C/H3-Del33 por sí solos sobre la regulación negativa de 
VRK1 inducida por p53.  A. Se transfectaron células H1299 (p53-/-) con las cantidades indicadas de los plásmidos 
p300-C/H3-Flag, pCB6+p53 (0.2 μg) y pCEFL-HA-VRK1 (5μg). El dominio C/H3 de p300 por sí solo es capaz de 
proteger a VRK1 de la degradación inducida por p53 a pesar de que no tiene actividad acetil transferasa. B. El 
dominio C/H3 con la deleción Del33, que es la zona de interacción con proteínas, no es capaz de proteger a VRK1 
como lo hace el dominio C/H3 intacto, por lo tanto la región de p300 encargada de esa protección es su dominio 
C/H3. 
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Estos resultados indican que la región C/H3 de p300 es capaz de cambiar la 
especificidad transcripcional de p53, o de competir por un factor común, y por tanto modificar 
los efectos que son inducidos por un mecanismo dependiente de p53. La región C/H3 con la 
deleción (Del33), que carece de la zona necesaria para la interacción con polimerasas (como el 
antígeno T grande del SV40) no es capaz de hacer el efecto, lo cual sugiere que este mecanismo 
pudiera estar controlando la especificidad de la interacción de p300 con polimerasas celulares y 
su asociación o integración en complejos transcripcionales. 
Posteriormente determinamos si PCAF o C/H3-Del33 sobreexpresados podían competir 
y evitar el efecto de protección que ejercen p300 y el dominio C/H3 por sí solo (Fig. 40). Ni 
PCAF, ni C/H3-Del33 son capaces de revertir la protección mediada por p300, ni por C/H3 por 
sí solo. También se muestra a modo de control que PCAF y C/H3-Del33 por sí solos no 

















 Por lo tanto, p300 sobreexpresado a través de su dominio C/H3, es capaz de proteger a 
VRK1 de la degradación inducida por p53, de una forma específica y dominante.  
Una diferencia importante entre los tres cofactores p300, CBP y PCAF radica en el 
hecho de que los dos primeros contienen un domino C/H3, mientras que PCAF carece de él. 
Como hemos dicho, la región C/H3 es una región que se encuentra en el extremo carboxilo 
terminal de p300/CBP y que interacciona con diferentes polimerasas y factores de transcripción, 
pero no está claro que interaccione directamente con p53 (Grossman, Perez et al. 1998; Patel, 
Huang et al. 1999; Grossman 2001; Borger and DeCaprio 2006). Por lo tanto, es posible que el 
mecanismo mediante el cual p300/CBP, a través de sus dominios C/H3, bloquean la regulación 
Figura 40. Competencia de pCAF y C/H3-Del33 con p300 y C/H3 en la protección de VRK1. Se 
transfectaron células H1299 (p53-/-) con la cantidad de plásmidos indicada en diferentes combinaciones. 
p300, se detectó con un anticuerpo específico, mientras que PCAF, C/H3 y C/H3-Del33 fueron detectados 
con un anticuerpo frente al epítopo Flag. Se puede observar como p300 sigue protegiendo a VRK1 de la 
degradación inducida por p53, aún en presencia de PCAF y de C/H3-Del33, y como era de esperar, lo 
mismo ocurre con el dominio C/H3 por sí solo. Por lo tanto, p300 a través de su dominio C/H3 ejerce una 
protección específica y dominante sobre VRK1.
C/H3     - - - - - +    +     +     - - (3μg)
p300      - - +    +     +    - - - - - (3μg)
C/H3Del33 - - - - +     - - +     - +  (3μg)
p53      - +     +    +    +    +     +    +    +    +  (0.3μg)
PCAF      - - - +     - - +     - +    - (3μg)
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negativa de VRK1 inducida por p53, sea precisamente porque ese dominio C/H3 interaccione 
directamente con p53, previniendo su efecto. 
Para estudiar esta posibilidad cotransfectamos células H1299 con diferentes 
construcciones de p53: p53 silvestre, el mutante conformacional p53L22Q/W23S y la isoforma 
carente del domino de transactivación Δ40p53, en presencia de un plásmido que expresa el 
dominio C/H3 de p300, para posteriormente comprobar la posible interacción entre ese dominio 
y las diferentes formas de p53 mediante inmunoprecipitación de dicho dominio C/H3. Como se 
puede observar en la Figura 41, el dominio C/H3 interacciona con p53 silvestre y esta 
interacción se pierde si falta el dominio de transactivación (isoforma Δ40p53), lo cual indica 
que la interacción entre C/H3 y p53 es a través del dominio de transactivación de este último. 
También se observa que la interacción es mucho más débil en el caso del mutante 
conformacional p53L22Q/W23S, lo cual concuerda con la menor protección observada en el 















 Estos resultados sugieren que la unión de proteínas como p300/CBP, a través de su 
dominio C/H3, al dominio de transactivación de p53 puede afectar al tipo de complejos 
transcripcionales que se forman entre ellos y por tanto cambiar la especificidad de la activación 
génica dependiente de los mismos, haciendo que aquella transcripción génica dependiente de 
p53 requerida para inducir la degradación de VRK1 no se active cuando proteínas con dominio 




Figura 41. Interacción directa del dominio C/H3 
de p300 con p53 a través de su dominio de 
transactivación. Se transfectaron células H1299 con 
plásmidos que expresan p53 silvestre (wt) 
(pCB6+p53 0.6μg), la isoforma Δ40p53 (pCMV-
Δ40p53 5μg) o el mutante conformacional 
p53L22Q/W23S (pCMV- p53L22Q/W23S 0.6μg) en 
combinación con el plásmido p300-C/H3-Flag (5μg). 
En la parte superior se muestra el Western blot donde 
se observa la expresión de cada una de las 
construcciones en el extracto total que 
posteriormente se usó para inmunoprecipitar la 
proteína C/H3-Flag con un anticuerpo anti-Flag 
policlonal. En la parte inferior se muestra el 
inmunoprecipitado de dicha la proteína C/H3-Flag y 
se detecta la interacción de la misma con p53 
silvestre y en menor medida con p53L22Q/W23S, 
pero no con Δ40p53. En el extracto total se muestra 
la βactina como control de carga. El punto Ø 
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1. Deprivación de suero y efecto sobre VRK1 en fibroblastos humanos normales (WS1) 
 Nezu y colaboradores (Nezu, Oku et al. 1997) postularon un posible papel de la quinasa 
humana VRK1 en regulación del crecimiento celular y tumorigénesis, ya que observaron una 
alta expresión de la misma en tejidos altamente proliferativos y en líneas celulares tumorales. 
Posteriormente, se vio como la eliminación mediante ARN de interferencia del ortólogo de 
VRK1 en C. elegans producía muerte de los embriones por defectos en división celular y 
crecimiento lento de los adultos (Kamath, Fraser et al. 2003). Y además, también se encontró, 
por ejemplo, que la máxima expansión celular coincidía con los niveles más altos de VRK1 en 
el desarrollo hematopoyético de embriones murinos (Vega, Gonzalo et al. 2003), y que VRK1 
regula genes implicados en el control del ciclo celular, como son CDK2 y Survivina (Santos, 
Rodriguez-Pinilla et al. 2006). 
 Estas y otras observaciones previas nos llevaron a profundizar en el estudio de esa 
posible implicación de VRK1 en proliferación celular y progresión del ciclo celular. En primer 
lugar estudiamos el efecto de la deprivación de suero sobre los niveles de proteína VRK1 
endógena en fibroblastos humanos normales de la línea WS1. Estas células crecen y se dividen 
normalmente en medio de cultivo suplementado con 10% de suero (FBS), sin embargo, la 
deprivación de suero (a 0.2 % de suero durante varios días) hace que dejen de dividirse, entren 
en parada del ciclo celular, en fase G0 (Fig. 42A), y adquieran una morfología más alargada y 



















Figura 42. Efecto de la deprivación de suero en fibroblastos humanos normales (línea WS1). A. 
Determinación del porcentaje de células en cada fase del ciclo celular mediante tinción con Ioduro de Propidio 
(IP) y citometría de flujo. Se observa como, tras la retirada de suero, la mayoría de las células entran en fase G0 
del ciclo celular.  B. Inmunofluorescencia con anticuerpo específico para  la proteína VRK1 endógena marcado en 
verde y núcleos teñidos en azul con DAPI. Se observa como, tras la retirada de suero, las células adquieren una 
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 Posteriormente, debido a ese posible papel en división celular, quisimos analizar qué 
ocurría con los niveles de proteína VRK1 en estas células deprivadas de suero (0.2% FBS 
durante varios días), que como hemos visto se encuentran paradas en G0 y diferenciadas (Fig. 
42), con respecto a células control que crecen con el suficiente suero (10% FBS) y se  dividen 
normalmente. Para ello realizamos un Western blot con anticuerpos específicos, y observamos 
como los niveles de proteína VRK1 endógena disminuyen en aquellas células que se encuentran 










El hecho de que la proteína VRK1 tenga más altos niveles en células que se encuentran 
en división activa y se pierda cuando estas células dejan de dividirse y se diferencian, corrobora 
el posible papel de esta quinasa en proliferación celular. 
 
 
2. Expresión de VRK1 en epitelios escamosos normales 
 Los epitelios escamosos o de revestimiento constituyen una zona en la cual tenemos 
varias situaciones en cuanto a la división de las células. Por un lado la capa basal interna 
(compartimento de amplificación) de alta proliferación celular y por otro lado la capa externa en 
la cual las células se encuentran diferenciadas, queratinizadas, y por lo tanto no se dividen. 
Entre estas dos zonas encontramos una zona de transición gradual en la cual las células van 
pasando de dividirse activamente (capa basal) a diferenciarse progresivamente (queratinizarse).  
Por lo tanto, si VRK1 es una proteína implicada en proliferación, cuya expresión se 
pierde cuando las células dejan de dividirse, estos epitelios se convierten en un tejido ideal para 
la observación de este efecto. Para ello teñimos diferentes cortes de tejido, provenientes de 
biopsias humanas, mediante inmunohistoquímica con anticuerpos específicos y observamos 
como en todos ellos, efectivamente, la proteína VRK1 se expresa más en la zona basal de alta 
proliferación celular y su expresión se va perdiendo a medida que las células van dejando de 
dividirse y se van diferenciando, para finalmente dejarse de expresar completamente cuando las 
células se encuentran totalmente diferenciadas y queratinizadas (Fig. 44). 
  
Figura 43. Niveles de proteína VRK1 
endógena tras deprivación de suero en 
fibroblastos humanos normales (línea 
WS1). Se observa una clara disminución 
en los niveles de proteína VRK1 endógena 
tras la retirada de suero (FBS) y 
consiguiente parada de las células. Se 
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Además, como ya habíamos observado previamente, VRK1 correlaciona con diferentes 
marcadores de proliferación como Ki67, Rb fosforilado, CDK2 o Survivina (Santos, Rodriguez-
Pinilla et al. 2006). Esto nos llevó a comprobar la expresión en estos epitelios de la proteína 
p63, que se expresa en células con división activa y gran capacidad proliferativa de la capa basal 
o compartimento de amplificación de los epitelios escamosos, e incluso, p63 es una proteína que 





Figura 44. Expresión de VRK1 en epitelios escamosos normales. Se realizó tinción inmunohistoquímica de 
diferentes cortes de tejido, con el anticuerpo policlonal VC1, detectándose VRK1 en el núcleo de las células. Como 
se puede observar la proteína VRK1 se expresa más en la zona basal de alta proliferación en todos los epitelios 
estudiados (lengua, amígdala, laringe, faringe, esófago, cérvix…), posteriormente se va perdiendo su expresión a 
medida que las células van dejando de dividirse y diferenciándose, y no se expresa en la zona en la cual las células 
no se dividen y están queratinizadas. 
Amígdala  Lengua 
150 μm
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2006; Finlan and Hupp 2006). Por lo tanto, la expresión de VRK1 en estos epitelios debería 
coincidir con la de p63, como comprobamos que así ocurre, tanto por inmunohistoquímica en 
epitelio de esófago normal (Fig. 45A), como por inmunofluorescencia en epitelio de laringe 
normal (Fig. 45B). En este último caso también se observa cómo p63 se expresa en todas las 
células de la primera línea de la capa basal y VRK1 sólo en algunas; en las siguientes líneas se 
expresan ambas proteínas y además colocalizan en el núcleo; y finalmente la expresión de 
ambas disminuye gradualmente a medida que las células se paran y se diferencian hasta llegar a 






























Figura 45. Comparación de la expresión de VRK1 y p63 en epitelios normales de esófago y laringe 
humanos. A. Inmunohistoquímica de esófago humano con anticuerpos específicos para p63 y VRK1. Se observa 
que ambos coinciden en su expresión en las células proliferativas de la capa basal. B. Inmunofluorescencia con 
p63 marcado en verde, VRK1 en rojo y el núcleo de las células con el colorante azul DAPI. Se observa en 
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3. Deprivación y readición de suero en WS1. Efecto sobre la proteína VRK1 y marcadores 
de ciclo celular 
 Una vez que sabíamos que VRK1 se expresa en aquellas células que se están 
dividiendo, y no lo hace en las que están paradas, el siguiente paso que nos propusimos fue 
tratar de determinar si esas células que están paradas, al volver a entrar en ciclo celular y 
dividirse, vuelven a expresar VRK1 de nuevo. Para ello usamos células de la línea celular de 
fibroblastos normales humanos WS1 a las cuales deprivamos de suero durante seis días y 
posteriormente reañadimos suero y esperamos dos días más. Tras lisar los extractos y hacer un 
Western blot con anticuerpos específicos, observamos cómo la proteína VRK1 desaparece 
prácticamente por completo tras los seis días en los cuales las células se mantuvieron deprivadas 
de suero y como los niveles de la proteína VRK1 se recuperan durante los dos días posteriores a 
la readición de suero (Fig. 46).  









 Posteriormente quisimos comparar esta expresión de VRK1 con la de diferentes 
marcadores de parada o progresión de ciclo celular en estas mismas condiciones. Para ello 
repetimos el experimento anterior pero cogiendo puntos durante todos los días para así hacer un 
seguimiento en el tiempo de la variación en los niveles de las diferentes proteínas. Además 
utilizamos 0.1% de suero en la deprivación, en vez de 0.2%, para marcar más el efecto. 
Como marcador de parada de ciclo utilizamos el inhibidor del ciclo celular p27 (Sherr 
and Roberts 1995; Rivard, L'Allemain et al. 1996; Sherr and Roberts 1999), que se expresa 
cuando las células entran en parada de ciclo (G0) y no lo hace en células que están ciclando y 
dividiéndose (Malek, Sundberg et al. 2001) y observamos que ocurría así en nuestro sistema 
experimental, lo cual quiere decir que la proteína p27, que es un inhibidor de ciclo celular, se 
comporta de forma opuesta a VRK1 (Fig. 47).  
 La proteína Retinoblastoma (Rb) es un inhibidor del factor de transcripción E2F, 
implicado en progresión de ciclo celular (Harbour and Dean 2000). Cuando se produce la 
cascada de señalización de entrada en ciclo celular activada por suero se expresa la Ciclina D1 
que se asocia a las quinasas dependientes de Ciclina CDK4/CDK6 y también Ciclina E con 
CDK2, y éstas se activan y fosforilan a Rb (Lundberg and Weinberg 1998). Rb fosforilado es 
Figura 46. Efecto de la deprivación y 
posterior readición de suero sobre los niveles 
de proteína VRK1 en la línea celular WS1. 
Las células control crecieron en medio de 
cultivo suplementado con 10% de suero (FBS) a 
diferencia de las deprivadas de suero (0.2% 
FBS durante 6 días) que entraron en parada de 
ciclo celular. La flecha naranja corresponde al 
momento en el que reañadimos suero (al 10%) a 
esas células y los puntos posteriores reflejan la 
reentrada en ciclo celular de las células 
previamente paradas y cómo VRK1 se vuelve a 
expresar en las mismas. Se muestra la βactina 
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incapaz de unirse a E2F, por lo tanto, E2F queda libre para activar la expresión de diferentes 
proteínas implicadas en progresión de ciclo celular. Así, en células paradas Rb no está 
fosforilado y está por tanto unido a E2F manteniéndolo inhibido, sin embargo, en células 
ciclando Rb está fosforilado de forma que no se une a E2F y éste queda libre para dirigir la 
progresión del ciclo celular (Lundberg and Weinberg 1998). Esto es precisamente lo que 
observamos también en nuestro sistema experimental (Fig. 47), y cómo Rb fosforilado, que es 
un marcador de progresión de ciclo celular, se comporta de manera semejante a como lo hacen 






















Y por último, el otro marcador que comprobamos en nuestro sistema experimental fue 
el antígeno nuclear de proliferación celular PCNA, que es un factor que se asocia a la 
polimerasa δ de ADN, que es necesario para la síntesis de ADN (Leonardi, Girlando et al. 1992; 
Zhou, He et al. 1997), y que se utiliza como marcador de progresión de ciclo celular (Kurki, 
Vanderlaan et al. 1986). PCNA también se expresa en células en división y desaparece en 
células paradas, de manera parecida a como lo hace VRK1 (Fig. 47). 
 Estos resultados confirman la posible implicación de la proteína VRK1 en progresión 
del ciclo celular. 
Figura 47. Expresión de VRK1 y diferentes marcadores de ciclo celular tras deprivación y readición de 
suero en la línea WS1. Se realizó Western blot con anticuerpos específicos para cada una de las proteínas 
endógenas. Los niveles de expresión de cada una de las proteínas se cuantificaron y normalizaron con respecto al 








































































  - 91 -
RESULTADOS
4. Efecto de la deprivación y readición de suero sobre los niveles de ARNm de VRK1 
 A la vista del comportamiento de los niveles de proteína de VRK1 tras la parada de las 
células y posterior reentrada en ciclo celular, quisimos comprobar qué ocurría con los niveles de 
ARN mensajero de la misma, para comprobar si esa variación en los niveles de proteína era 
producto de una variación en los niveles de ARNm y por tanto se trataba de una regulación 
transcripcional. Para ello deprivamos de suero (0.1%) a las células WS1 durante un día y medio, 
posteriormente reañadimos 10% de suero y tomamos puntos durante las horas siguientes para 
finalmente extraer el ARN de las células y realizar RT-PCR cuantitativa con oligos específicos 
y determinar así los niveles de ARNm de VRK1 en estas situaciones. Tras cuantificar, 
normalizar y representar los resultados (Fig. 48), vimos como se produce una disminución de 
alrededor del 75% en los niveles de ARN mensajero de VRK1 tras la retirada de suero y como 
estos se empiezan a recuperar a partir de las 10 horas posteriores a la readición de suero, 
alcanzando a las 30 horas los niveles iniciales o superándolos, ya que estas células se encuentran 
en crecimiento sincronizado, a diferencia del control que son células creciendo 
asincrónicamente en condiciones normales. 
 Por lo tanto, de estos resultados se concluye que la transcripción del gen de VRK1 se 
encuentra regulada por cascadas de señalización que ocurren en respuesta a factores presentes 



















Figura 48. Niveles de ARN mensajero de VRK1 tras deprivación y readición de suero. Se llevó a cabo RT-
PCR cuantitativa con oligos específicos para VRK1 y se representó la media y la desviación típica de los valores 
obtenidos para los niveles de ARN mensajero de VRK1 normalizados con respecto a los obtenidos para la 
GAPDH. El punto control corresponde a células no sincronizadas creciendo normalmente con 10% de suero. 
Después las células se deprivaron de suero (0.1% de suero) durante un día y medio, y posteriormente se volvió a 
añadir 10% de suero y se tomaron puntos las siguientes horas, por lo tanto todos los puntos a partir de la 
readición de suero corresponden a células creciendo de forma sincronizada.  


























































































  - 92 -
RESULTADOS
 Como hemos podido observar, tras la retirada de suero la transcripción del gen de 
VRK1 se apaga de manera que al día siguiente los niveles de ARN mensajero de VRK1 ya han 
disminuido al máximo, ya que durante los 5 días posteriores a la retirada de suero los niveles de 
ARN mensajero de VRK1 no disminuyen más (Fig. 49). Sin embargo, los niveles de proteína 
tardan hasta 6 días en disminuir, lo cual nos dice que se trata de una proteína muy estable y a 
pesar de que no haya prácticamente transcripción, la proteína tarda varios días en desaparecer. 
Posteriormente a la readición de suero se observa como se recuperan tanto los niveles de ARN 



















5. Expresión de VRK1 con respecto a genes de expresión temprana y reguladores de ciclo 
celular 
 Una vez observado que VRK1 se expresa en células que están creciendo, se deja de 
expresar en células que están paradas y se vuelve a expresar cuando estas células vuelven a 
entrar en el ciclo celular, nos propusimos estudiar, en esta línea celular de fibroblastos humanos 
normales WS1, la expresión de diferentes marcadores de entrada en ciclo celular en 
comparación con la de VRK1, para situar en qué fase del ciclo celular es necesaria la expresión 
de VRK1 y poder así caracterizar ese posible papel de la misma en regulación del ciclo celular. 
 En primer lugar estudiamos la expresión del ARN mensajero de VRK1 tras reentrada en 
ciclo celular de las células, en comparación con la expresión del ARN mensajero de dos genes 
de respuesta inmediatamente temprana en la reentrada de ciclo celular o transición de fase G0 a 
Figura 49. Comparación de los niveles de ARN mensajero y de proteína de VRK1 tras la retirada y readición 
de suero en la línea celular de fibroblastos normales humanos WS1. Se cuantificaron los niveles de proteína (a 
partir de Western blot) y ARNm de VRK1 (mediante RT-PCR cuantitativa) y se normalizaron con respecto a los 
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G1, como son los factores de transcripción Fos y Myc (Lau and Nathans 1985). La expresión 
del ARNm de estos genes se induce rápidamente tras la adición de suero o factores de 
crecimiento a células paradas y no requiere de síntesis proteica previa (Lau and Nathans 1985), 
incluso Myc es capaz de inducir la expresión de genes necesarios para la transición de  la fase 
G0 a  la fase G1 del ciclo celular (Schweinfest, Fujiwara et al. 1988). Como podemos observar 
en nuestro sistema experimental (Fig. 50), tras mantener las células paradas durante 40 horas 
mediante deprivación de suero (0.1%) y posteriormente provocar su reentrada en ciclo mediante 
la adición de suero (al 10%), se produce un aumento rápido en los niveles del ARN mensajero 
de Fos y Myc y lo mismo ocurre, de forma paralela, con el ARN mensajero de VRK1 (Fig. 50), 




















 En segundo lugar, realizamos un estudio similar, pero en este caso comparando la 
expresión del gen VRK1 con reguladores directos del ciclo celular como son las Ciclinas y la 
fosforilación de la proteína Retinoblastoma (Rb).  
Cuando las células salen de la fase G0 a la fase G1 y a la fase S del ciclo celular, se 
activan una serie de quinasas dependientes de Ciclinas (CDKs). La adición de factores de 
crecimiento del suero a células paradas o quiescentes promueve la transcripción de la Ciclina 
D1 que se asocia con CDK4/CDK6 y fosforila a la proteína Rb inactivándola de manera que 
E2F se libera y activa la expresión de Ciclina E. Ciclina E se asocia con CDK2 y este complejo 
Figura 50. Expresión del ARN mensajero de VRK1 y genes de expresión temprana tras 
la adición de suero a células WS1 paradas. El ARN mensajero de VRK1 se expresa a la 
vez que el de genes de expresión inmediatamente temprana como Fos y Myc tras la readición 
de suero (10%) a células de la línea celular de fibroblastos normales humanos WS1 
previamente paradas (0.1% de suero durante 40 horas). 
Horas tras 10% FBS
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activo, junto con E2F, regula la expresión de varias dianas, entre ellas la de Ciclina A (además 
el complejo Ciclina E-CDK2 coopera con Ciclina D1-CDK4/CDK6 en la fosforilación de Rb). 
Ciclina A se asocia con CDK2 y forma un complejo con actividad quinasa que fosforila dianas 
implicadas en la iniciación de la replicación del ADN, es decir, la fase S del ciclo celular 
(Hatakeyama and Weinberg 1995; Lania, Majello et al. 1999; Ohtani 1999). Además, esta 
acumulación y activación de Ciclina A-CDK2 durante la fase S dirige la transición a G2/M, fase 
que se caracteriza por la acumulación de Ciclina B1-CDK1 (Pines and Hunter 1992). Incluso, 
últimamente, se ha descrito que la Ciclina C junto con CDK3 podría controlar el paso de G0 a 
G1 por sí misma y previamente a Ciclina D1 (Ren and Rollins 2004; Sage 2004). 
Cuando comparamos la expresión del ARN mensajero de VRK1 con la del ARN 
mensajero de las diferentes Ciclinas que se van expresando en las diferentes fases del ciclo 
celular podemos ver como la máxima pendiente de expresión de ARN mensajero de VRK1 
ocurre a las 10 horas de la readición de suero, coincidiendo con la de Ciclina D1, en  fase G1 del 
ciclo celular justo antes del punto de restricción (Pr) (Fig. 51), y es anterior a la fosforilación de 
Rb, que empieza a ocurrir a partir de las 12 horas tras la readición de suero (Fig. 52), 






















Figura 51. Comparación de la expresión del ARNm de VRK1 con respecto a reguladores del 
ciclo celular como las ciclinas. RT-PCR cuantitativa con oligos específicos para cada uno de los 
ARN mensajeros.  Tras la adición de suero a células paradas en G0 se produce la cascada de 
expresión de las diferentes ciclinas correspondientes a cada fase del ciclo celular, y podemos ver 
como la expresión de VRK1 se inicia la vez que la de Ciclina D1, en fase G1 y antes del punto de 





























































Estos resultados, nos llevan una vez más, a reafirmar ese papel de VRK1 como 
regulador de fase temprana del ciclo celular. 
 
6. Efecto del silenciamiento de VRK1 mediante ARN de interferencia específico en la línea 
WS1 
 Hasta el momento se ha visto como la supresión del ortólogo de VRK1 en C. elegans 
mediante ARN de interferencia producía muerte en los embriones por defectos en división 
celular y crecimiento lento en adultos (Kamath, Fraser et al. 2003) y como la supresión de 
VRK1 en células humanas procedentes de carcinoma de colon (HCT116) producía defectos en 
proliferación y división celular (Vega, Sevilla et al. 2004). Para tratar de averiguar y caracterizar 
ese papel de VRK1 en progresión del ciclo celular decidimos suprimir la expresión de la misma 
mediante la introducción de oligonucleótidos de ARN de interferencia de forma transitoria en 
células de la línea celular de fibroblastos humanos normales WS1, que es la línea en la cual 
hemos estudiado las variaciones de los niveles de VRK1 a lo largo del ciclo celular, ya que su 
fisiología es la más parecida a la de las células normales del cuerpo humano sano, porque a 
pesar de ser una línea celular, es una línea normal y no tumoral.  
En primer lugar comprobamos que la introducción en la célula de esos oligos de ARN 
de interferencia mediante transfección era eficiente en la supresión de la expresión de la 
proteína VRK1 (Fig. 53A). Para ello se llevó a cabo un seguimiento en el tiempo de los niveles 
de proteína VRK1 durante los cinco días posteriores a la transfección y se puede observar como 
la proteína VRK1 va disminuyendo sus niveles en aquellas células transfectadas con el ARN de 
interferencia específico para VRK1 (siVRK1), desapareciendo prácticamente por completo a los 
cinco días postransfección con respecto a células no transfectadas (NTC) y a diferencia de las 
células transfectadas con el ARNi control (siControl), que no tiene diana en células eucariotas, 
donde los niveles de VRK1 se mantienen constantes tras esos cinco días (Fig. 53A). 
Figura 52. Fosforilación de Rb tras deprivación y readición de suero en la línea celular de fibroblastos 
normales humanos WS1. Western blot con anticuerpos específicos para la proteína Rb fosforilada y el 
control de carga βactina. Se observa como en células control que se están dividiendo normalmente en 
presencia de 10% de suero la proteína Rb se encuentra fosforilada, sin embargo, cuando las células están 
paradas por deprivación de suero (0.1%) durante 1 día y medio, Rb está defosforilado, y cuando las células 
vuelven a entrar en ciclo celular por la readición de 10% de suero se produce una refosforilación de la 
proteína Rb, que se aprecia sobre todo a partir de las 12 horas tras la readición de suero. Por lo tanto, el inicio 




































































Además, pudimos observar, como partiendo del mismo número inicial de células en 
cada placa, cinco días después de la transfección aquellas placas transfectadas con siControl 
llegaban prácticamente a confluencia, mientras que las transfectadas con siVRK1 tenían un 
número mucho menor de células (Fig. 53B). Eso nos llevó a hacer un seguimiento en el tiempo 
durante esos cinco días del número de células en estas dos condiciones y observamos que 
aquellas células transfectadas con siVRK1 crecían más lento que las transfectadas con siControl 
(Fig. 53C). La diferencia en el número de células entre las dos situaciones se acentúa a medida 
Figura 53. Efecto de la supresión de VRK1 mediante ARNi en la línea celular WS1. A. Western blot 
mostrando los niveles de VRK1 cinco días postransfección tanto con ARN de interferencia específico para 
VRK1 (siVRK1) como ARN de interferencia control sin diana en eucariotas (siControl) con respecto a células 
no transfectadas (NTC) y mostrando la βactina como control de carga. B. Imágenes de células in vivo en placas 
transfectadas con siControl y siVRK1 tras cinco días, tomadas con luz transmitida en microscopio óptico de 
contraste de fases a 50 aumentos. C. Número de células viables contadas con cámara Neubauer en placas 
transfectadas con siControl y siVRK1. Se muestra la media de varios experimentos y la desviación típica. (Las 
células transfectadas con siVRK1 no se mueren más, sino que crecen más lento que las transfectadas con 
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que la proteína VRK1 va desapareciendo. No hay que olvidar que hasta el quinto día todavía 
queda proteína VRK1, ya que es muy estable, pero la disminución de sus niveles provoca un 
crecimiento cada vez más lento de las células y probablemente, su desaparición por completo, 
provoque una parada total del crecimiento de las mismas. 
 Por último, decidimos comprobar los niveles de proteína de diferentes reguladores del 
ciclo celular en las células transfectadas con siVRK1, tras cinco días en los cuales los niveles de 
VRK1 se han reducido al máximo, con respecto a células no transfectadas (NTC) o células 
transfectadas con siControl (Fig. 54). Observamos cómo tras cinco días en los cuales la proteína 
VRK1 ha desaparecido prácticamente por completo, paralelamente se produce también una 
bajada en los niveles de proteína Ciclina D1 y una disminución considerable en la fosforilación 
de Rb, lo cual es indicativo de una parada en fase temprana del ciclo celular, antes del punto de 
restricción (Lundberg and Weinberg 1998; Harbour and Dean 2000). Además, ello se ve 
corroborado por el hecho de que también podemos ver como se produce una disminución en los 
niveles de PCNA, que es un marcador de proliferación celular necesario en fase S del ciclo 
celular (Kurki, Vanderlaan et al. 1986; Leonardi, Girlando et al. 1992; Zhou, He et al. 1997). 
Por último, se observa una disminución en los niveles de Ciclina A, típica de fase S y de Ciclina 









 Todos estos cambios que se producen al eliminar la expresión de VRK1 se asemejan a 
los que se producen al deprivar de suero a estas células, lo cual refuerza la idea de un papel 





Figura 54. Efecto de la supresión de 
VRK1 sobre reguladores del ciclo celular 
en la línea celular WS1. Se lisaron 
extractos de placas con células WS1 no 
transfectadas (NTC), transfectadas con 
siControl y con siVRK1 cinco días 
postransfección y se llevó a cabo Western 
blot con anticuerpos específicos para cada 
una de las proteínas indicadas. Se muestra 
la βactina como control de carga. 
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1. Regulación negativa de VRK1 inducida por p53 
En este trabajo hemos identificado y caracterizado nuevos aspectos de la interacción 
entre p53 y VRK1 dentro de lo que constituye una nueva ruta de señalización. Esto, además, es 
especialmente relevante ya que, como también hemos demostrado, VRK1 juega un papel 
importante en el control de la proliferación celular normal y la progresión del ciclo celular.  
Debido a que VRK1 induce una acumulación de p53 (Vega, Sevilla et al. 2004), es 
esperable que los niveles y la actividad de VRK1 estén finamente regulados. Como hemos 
explicado, la acumulación de p53 puede tener efectos perjudiciales para la célula ya que puede 
parar el ciclo celular o inducir apoptosis. Una vez que se ha logrado el efecto biológico de p53, 
es razonable pensar que los factores que lo estabilizan vuelvan a sus niveles basales de alguna 
manera, ya que de lo contrario, se produciría una acumulación y activación permanente de p53. 
Esta autorregulación entre p53 y VRK1 es similar a lo que ocurre con Mdm2, p14ARF o CHK1 
(Wu, Bayle et al. 1993; Stott, Bates et al. 1998; Gottifredi, Karni-Schmidt et al. 2001), que 
aseguran que la activación de p53 sea transitoria en el tiempo y esté finamente regulada, lo cual 
es de vital importancia dadas las dramáticas consecuencias para las células de una activación 
total de p53 cuando no es necesaria, pudiéndose producir incluso la muerte celular por 
apoptosis. Por lo tanto, es lógico pensar que la activación de p53 regule negativamente a VRK1. 
Además, en caso de niveles de VRK1 más altos de lo normal ésta activaría permanentemente a 
p53, sin embargo, el propio p53 puede contrarrestar ese efecto mediante la inducción de la 
regulación negativa de su activador VRK1, permitiendo así que sus inhibidores, como por 
ejemplo Mdm2, puedan actuar induciendo su degradación.  
Uno de los mecanismos mediante los cuales VRK1 contribuye a la estabilización de p53 
es por medio de la fosforilación en Treonina-18 que previene la interacción con Mdm2 (Kussie, 
Gorina et al. 1996; Jabbur, Tabor et al. 2002; Schon, Friedler et al. 2002) y promueve el 
reclutamiento de p300 y su activación transcripcional (Vega, Sevilla et al. 2004). No hay que 
olvidar que el residuo Treonina-18 de p53 es imprescindible para su interacción con Mdm2 
(Craig, Burch et al. 1999; Bean and Stark 2002; Schon, Friedler et al. 2002), por lo tanto, tiene 
sentido que para la inducción de su autorregulación, p53, además de activar a su inhibidor 
Mdm2, induzca una inhibición de aquello que lo está fosforilando en esa Treonina y está 
evitando que pueda ser degradado. Es decir, en favor de su autorregulación, p53 induce la 
expresión de Mdm2, pero para que Mdm2 pueda inducir degradación de p53 tiene que 
interaccionar con él, y para ello la Treonina-18 ha de estar desfosforilada, por tanto, es lógico 
que p53 evite ser fosforilado en esa Treonina, mediante la inducción de la degradación de 
VRK1. Además, esta degradación de VRK1 por p53 podría inducir parada del ciclo celular, ya 
que nuestros datos sitúan a VRK1 como esencial en el proceso de proliferación celular, por lo 
tanto, el efecto supresor de la proliferación por parte de p53 se podría ver beneficiado de una 





Inicialmente mostramos como el incremento en los niveles intracelulares de p53 
provoca una regulación negativa de VRK1. La correlación inversa entre VRK1 y p53 observada 
en líneas celulares la podemos inducir in vivo en condiciones en las que podemos conseguir una 
acumulación de p53, como es el caso de estimulación de fibroblastos con luz UV que induce 
senescencia (von Zglinicki, Saretzki et al. 2005). Se sabe que la senescencia en fibroblastos está 
acompañada de fosforilación en Treonina-18 y acumulación de p53 (Ferbeyre, de Stanchina et 
al. 2002). Esa correlación inversa puede ser reproducida mediante transfección en diferentes 
tipos celulares, lo cual la hace más susceptible de ser caracterizada. Por lo tanto, una vez que 
vimos el efecto in vivo, lo reproducimos in vitro para poder caracterizar el mecanismo, mediante 
el uso de isoformas, mutantes, etc. 
 La contribución de p53 a la regulación de VRK1 es un paso intermedio en el propio 
proceso, para el cual es absolutamente esencial el mantenimiento de la estructura de la molécula 
de p53 y su actividad transcripcional, ya que diferentes alteraciones en cada uno de sus 
dominios funcionales afectan a la regulación negativa de VRK1. Este requerimiento es 
importante porque refleja una diferencia funcional entre p53 silvestre y p53 mutado en cánceres 
humanos, tanto esporádicos como hereditarios, o entre las diferentes isoformas de p53. La 
respuesta se ve afectada por el dominio de transactivación de p53 ya que el efecto se pierde en 
el caso del Δ40p53, que es una isoforma que carece de los 40 primeros aminoácidos, que 
además tiene un efecto dominante negativo y contrarresta la supresión del crecimiento 
(Courtois, Verhaegh et al. 2002; Ghosh, Stewart et al. 2004). Sin embargo, el mutante 
conformacional p53L22Q/W23S, que afecta a algunos elementos de respuesta pero no a otros 
(Roemer and Mueller-Lantzsch 1996; Venot, Maratrat et al. 1999; Matas, Sigal et al. 2001; 
Boehden, Akyuz et al. 2003) sigue siendo capaz de inducir regulación negativa de VRK1. 
Muchos de los reguladores de p53 interaccionan con él a través de su dominio amino terminal 
de transactivación, por lo tanto, es probable que alguna interacción en esa zona sea necesaria 
para inducir la regulación negativa de VRK1. La contribución de la integridad del dominio de 
unión a ADN se demuestra mediante la observación de la pérdida de efecto sobre VRK1 de los 
mutantes más comunes en este dominio, ya sean conformacionales o por pérdida de contacto 
directo con el ADN, y lo mismo ocurre con el dominio de oligomerización, necesario para la 
tetramerización de p53 y su actividad normal como factor de transcripción. Por lo tanto, los 
resultados con los diferentes mutantes e isoformas de p53 indican que el mecanismo es 
producido por algún gen regulado por p53.  
El fenómeno regulado no es la propia expresión de VRK1, ya que los niveles de ARNm 
de VRK1 no varían y el efecto es independiente del tipo de promotor desde el cual VRK1 es 
expresada, ya sea endógeno o de diferentes tipos de plásmidos. Es decir, se trata de una 
regulación a nivel postranscripcional. Los genes inducidos por p53 en la línea H1299 han sido 





Wang, Wu et al. 2001; Mirza, Wu et al. 2003; Scian, Stagliano et al. 2004), pero no se ha 
identificado un gen candidato claro como potencial mediador del efecto descubierto. No 
sabemos cual es el gen o genes responsables, dentro de las aproximadamente 3000 dianas 
transcripcionales de p53, pero sabemos que es inducido por p53 y promueve la degradación de 
la proteína VRK1 en la vía lisosomal.  
Los mutantes en sitios de fosforilación de p53 implicados en respuestas a estrés, que 
recientemente se ha visto que no son esenciales para la inducción de la transcripción 
dependiente de p53 (Jackson, Agarwal et al. 2004; Thompson, Tovar et al. 2004), tienen un 
efecto sobre VRK1 similar a p53 silvestre. 
Las proteínas intracelulares se pueden degradar por una de las dos vías alternativas que 
existen, el proteasoma o el lisosoma. VRK1 carece de secuencias PEST, que son las que hacen a 
una proteína susceptible de ser degradada mediante la vía del proteasoma (Beinke, Robinson et 
al. 2004; Katagiri, Masuda et al. 2005). La regulación negativa o degradación de VRK1 
inducida por p53 es independiente de la vía del proteasoma y Mdm2 no está implicado, ya que 
VRK1 no es ubiquitinada por el mismo. La degradación fue detectada incluso en células sin 
Mdm2 y no se ve afectada por inhibidores del proteasoma. Sin embargo, esta degradación es 
sensible a algunos inhibidores de Serina proteasas, sugiriendo que el paso final es llevado a 
cabo por un miembro de esta familia de proteasas. En este grupo incluimos leupeptina, el 
inhibidor prototipo de la degradación vía lisosoma (Qin, Shao et al. 2003). Además el inhibidor 
cloroquina, que corta el paso de endosoma tardío a lisosoma (Qin, Shao et al. 2003; Xiao, 
Allison et al. 2003; Koh, von Arnim et al. 2005; Ignatiuk, Quickfall et al. 2006), es capaz de 
evitar el efecto. Aparte, VRK1 tiene varias secuencias de marcaje para entrada en la vía de 
degradación lisosomal, siendo una de ellas la secuencia ETVKLL (aa 304-309). Estas 
secuencias hacen susceptibles de degradación lisosomal a aquellas proteínas que las presentan. 
Hemos demostrado que la respuesta dependiente de la activación de p53 promueve la 
entrada de VRK1 en la vía de degradación lisosomal, es decir, su entrada en el sistema de 
transporte vesicular, lo cual es reforzado por la observación de la proteína VRK1 dentro  del 
aparato de Golgi mediante inmunofluorescencia (Valbuena, Lopez-Sanchez et al. 2007), hecho 
que también está de acuerdo con la presencia en la secuencia de VRK1 de varias secuencias 
consenso que la marcan para su entrada en la vía endocítica-lisosomal. Todavía no sabemos 
cómo se regula la funcionalidad de estas secuencias, pero está claro que la activación génica 
dependiente de p53 induce alguna proteína o proteínas que modifican de alguna manera a VRK1 
y la hacen entrar en esa vía de degradación. La proteína VRK1 tiene en su secuencia 38 residuos 
susceptibles de ser fosforilados (16 residuos de Treonina y 22 de Serina), que podrían ser 
modificados en respuesta a diferentes estímulos todavía no identificados y constituir parte de su 
regulación. Las secuencias consenso expuestas en la conformación nativa (según ELM 





dominio quinasa de VRK1 se encuentra en su extremo amino terminal, sin embargo, al extremo 
carboxilo terminal siempre se le ha atribuido una posible función reguladora, por ser una zona 
de supuesta conformación laxa y no globular y además por ser en él donde se encuentra la señal 
de localización nuclear (KKRKK aa 356-360) (Lopez-Borges and Lazo 2000), el sitio de 
fosforilación por Plk (según ELM (Puntervoll, Linding et al. 2003)) y otros sitios de 
fosforilación (T305, T312, T355 y T390). Por lo tanto, modificaciones en esa zona pueden 
hacer que varíe la conformación de la proteína quedando más expuestas las secuencias consenso 
de entrada a la vía de degradación lisosomal y hacer a VRK1 más susceptible de esa entrada. 
Aunque no descartamos otros posibles mecanismos, como otras modificaciones o interacciones 
inducidas por alguna proteína producto de un gen diana de p53, o incluso que p53 active de 
alguna manera la ruta de degradación lisosomal o las propias proteasas implicadas en la 
degradación directa en el lisosoma. Se sabe que p53 es capaz de activar directamente la 
expresión de proteínas del lisosoma, como por ejemplo la proteína DRAM implicada en 
autofagia y apoptosis (Crighton, Wilkinson et al. 2006). Es posible que p53 active a las 
proteasas que degradan a VRK1 o que alguna proteína inducida por p53 modifique su 
estabilidad, ya sea interaccionando con ella o por modificación covalente, llevándola finalmente 
a su degradación en la vía lisosomal. También se podría afectar a la actividad quinasa, la cual 
sabemos que influye de alguna manera en la estabilidad de VRK1 y probablemente la quinasa 
inactiva sea más susceptible de entrar en la vía lisosomal de degradación proteolítica. La 
quinasa inactiva VRK1(K179E), aunque es menos estable de por sí, también es regulada 
negativamente por p53. 
Para tratar de obtener pistas acerca de las posibles dianas transcripcionales de p53 que 
son responsables de la degradación de VRK1 estudiamos la regulación de la actividad 
transcripcional de p53 por sus cofactores con actividad acetil transferasa p300, CBP y PCAF, 
mediante cotransfección de los mismos y análisis de su influencia en la inducción de dicha 
degradación. La relevancia de la especificidad transcripcional de p53 se manifiesta por la 
observación de que la sobreexpresión de p300/CBP, pero no PCAF, pueden bloquear el efecto. 
Es decir, la sobreexpresión de p300/CBP evita la degradación de VRK1 por p53, mientras que 
en presencia de PCAF sobreexpresado la degradación ocurre de la misma manera. Esto podría 
ser debido a la diferente especificidad de promotores de los diferentes complejos 
transcripcionales que se forman entre p53 y sus cofactores (Espinosa, Verdun et al. 2003), de 
manera que p300/CBP cambiarían las dianas transcripcionales de p53, lo cual indica que en la 
célula son importantes los niveles de diferentes cofactores, y que la concentración intracelular 
relativa de los mismos puede afectar a que se estimulen unos u otros genes. Los  niveles 
normales intracelulares de p300/CBP endógenos permiten que p53 en altos niveles regule 
negativamente a VRK1, pero una saturación de p300/CBP lo evita, incluso aunque a la vez 





regulación por parte de p300/CBP endógenos y es capaz de hacer el efecto, sin embargo, si 
sobreexpresamos también estos ya no lo hace. Aun así, todo indica que estímulos que varíen la 
proporción entre los niveles de p300/CBP y PCAF, incrementando los primeros en detrimento 
del segundo, evitan la regulación negativa. Y debido a eso, los niveles endógenos basales de 
p53 no regulan negativamente a VRK1, sólo ocurre esa regulación negativa cuando activamos a 
p53 con estímulos como UV o lo sobreexpresamos, siendo entonces cuando p53 activa a las 
dianas que inducen la regulación negativa de VRK1. Si en esa situación además 
sobreexpresamos p300/CBP se vuelve a evitar la regulación negativa, probablemente, como 
hemos dicho, porque p300/CBP lleva a p53 a activar preferentemente a otras dianas 
transcripcionales, entre las que no se encuentran las necesarias para la inducción de la 
degradación de VRK1. Además, parece claro que la presencia de PCAF como cofactor sería 
necesaria para inducir la degradación de VRK1 por p53.  
El efecto de p300 es independiente de su actividad acetil transferasa, ya que su dominio 
C/H3 por sí solo es capaz de llevarlo a cabo, y no lo hace ese motivo delecionado (C/H3-Del33) 
en una zona necesaria para su interacción con otras proteínas. p53 no acetilable también regula 
negativamente a VRK1. Por lo tanto, el mecanismo mediante el cual p300 bloquea la 
degradación de VRK1 inducida por p53 podría ser mediante la interacción con el mismo a 
través de su dominio C/H3. C/H3 es un dominio de unión a varios factores transcripcionales 
como c-Fos, c-Jun o E2F y a proteínas virales como el antígeno T grande del virus SV40, 
implicado en reconocer al ADN para empezar su replicación, e incluso también interacciona con 
PCAF (Patel, Huang et al. 1999). Se ha demostrado funcionalmente que estas interacciones con 
el dominio C/H3 podrían  tener efectos competitivos, por ejemplo el dominio C/H3 media una 
estimulación de c-Fos que es bloqueada mediante unión a E1A (Bannister and Kouzarides 
1995).  
En este trabajo hemos demostrado que el dominio C/H3 de p300 interacciona con la 
zona amino terminal de p53, por lo tanto eso sería lo que, de alguna manera, impide que p53 
pueda inducir la degradación de VRK1. CBP también tiene dominio C/H3 (Giles, Peters et al. 
1998), por lo tanto, esa interacción sería la responsable del cambio de dianas transcripcionales 
que inducen p300/CBP y que hacen que p53 no induzca regulación negativa de VRK1. También 
es posible que la interacción de C/H3 con PCAF (Patel, Huang et al. 1999), pueda estar 
deprivando el PCAF libre en la célula para poder interaccionar con p53, y por eso no se induce 
la diana transcripcional que regula la degradación de VRK1. Sin embargo, la sobreexpresión de 
PCAF en presencia de C/H3 no hace que se recupere esa degradación, por lo tanto, eso nos hace 
pensar que serían otras interacciones del dominio C/H3 con factores de transcripción o 
polimerasas las responsables del efecto.  
Se ha demostrado que la interacción de p53 con estos cofactores se ve afectada por su 





sustitución a Aspártico, favorece la unión con p300, mientras que su sustitución a Alanina 
provoca menor interacción (Dumaz and Meek 1999). La asociación con estos cofactores en 
complejos transcripcionales es necesaria para la expresión génica específica. Diferentes 
asociaciones proteicas determinan la especificidad de p300 y CBP (Kalkhoven 2004) en 
procesos como la miogénesis (Roth, Shikama et al. 2003). p300/CBP modulan la inhibición del 
receptor de estrógenos por BRCA1 (Fan, Ma et al. 2002), y la regulación negativa de p300/CBP 
activa un checkpoint de senescencia en melanocitos (Bandyopadhyay, Okan et al. 2002). PCAF, 
pero no p300/CBP, acetila al factor de transcripción fetal Kruppel-like (Song, Keller et al. 
2002). PCAF acetila a PTEN y reduce su habilidad para regular negativamente a la señalización 
de la quinasa PI3K y para inducir parada del ciclo celular en G1 (Okumura, Mendoza et al. 
2006). También p300 y PCAF pueden cooperar en la activación de las respuestas de Notch 
(Wallberg, Pedersen et al. 2002), y tanto p300/CBP como PCAF acetilan a p53 en respuesta a 
daño al ADN (Liu, Scolnick et al. 1999). También CBP y PCAF acetilan a MyoD 
incrementando su actividad transcripcional (Polesskaya, Duquet et al. 2000). También se han 
encontrado efectos diferenciales de los cofactores de p53 en inducción de respuesta apoptótica, 
que requiere p300 pero no CBP (Yuan, Huang et al. 1999 a) y también en respuesta a radiación 
ionizante (Yuan, Huang et al. 1999 b). En el contexto de cáncer es importante destacar que en 
presencia de los oncogenes H-Ras o N-Ras activados se induce una degradación de p300/CBP, 
indicando que la alteración de los niveles intracelulares de p300/CBP está asociada con los 
tumores humanos (Sanchez-Molina, Oliva et al. 2006). 
La fosforilación en Treonina-18 de p53 por parte de VRK1 recluta a p300 (Vega, 
Sevilla et al. 2004), lo cual hace que p53 active determinadas dianas transcripcionales 
encaminadas a desarrollar su efecto biológico normal. Posteriormente, debido al gran aumento 
en los niveles de p53 que ocurre mediante activación por luz UV o sobreexpresión, éste debe 
escapar a ese control de dianas transcripcionales por parte de p300 endógeno y entonces es 
cuando es capaz de inducir al efector que promueve la degradación de VRK1 en favor de su 
propia autorregulación y, probablemente, también como posible mecanismo para parar el ciclo 
en situaciones extremas. 
El papel de estos cambios relativos en la concentración de cofactores ha recibido poca 
atención hasta ahora, a pesar de su relevancia fisiológica. El efecto del cambio de nivel de 
p300/CBP en la inducción de la degradación proteolítica de VRK1 que requiere de transcripción 
dependiente de p53 como paso previo, puede ser considerado dentro de este contexto de 
competición de factores. Así, esa regulación negativa de VRK1 no dependería sólo de los 
niveles de p53, sino también de los niveles de esos diferentes cofactores en la célula. Es muy 
probable que la heterogeneidad de efectos que se observa frecuentemente en respuesta a tipos 
comunes de estimulación esté reflejando precisamente diferencias en el balance intracelular de 





2. Papel de VRK1 en la progresión del ciclo celular 
La regulación de la progresión del ciclo celular es un proceso complejo, conservado 
desde los eucariotas inferiores, en el cual el mecanismo básico está determinado por las Ciclinas 
y las quinasas dependientes de Ciclina (CDKs) (Hunt 1991; Nurse 2000). Sin embargo, en 
mamíferos la célula se encuentra inmersa en un ambiente complejo donde su división puede 
estar afectada por las interacciones con las células que la rodean, la matriz extracelular y la 
disponibilidad de factores de crecimiento, ya que todos ellos envían señales que controlan la 
proliferación celular. Esto significa que en las células de mamíferos debe haber proteínas 
adicionales implicadas en la regulación del ciclo celular que medien su adaptación a este 
ambiente y por tanto, controlar así la homeostasis tisular. Incluso, recientemente se está viendo 
que algunas CDKs parecen dispensables para la progresión del ciclo celular normal 
(Malumbres, Sotillo et al. 2004) y se duda hasta qué punto es cierto el dogma de las CDKs y las 
Ciclinas (Sherr and Roberts 2004), con lo cual es posible que otras quinasas como VRK1 estén 
implicadas en procesos esenciales para la progresión del ciclo celular. En este trabajo hemos 
demostrado que la proteína VRK1 es necesaria para la correcta progresión del ciclo celular.  
VRK1 es necesaria en la proliferación celular normal, ya que su supresión en 
fibroblastos normales produce un crecimiento más lento de lo normal y finalmente parada del 
ciclo celular. La disminución en el crecimiento de las células a medida que desaparece VRK1 y 
la desaparición de diferentes marcadores de proliferación y ciclo celular paralela a la 
desaparición de VRK1 (como Ciclina D1 o Rb fosforilado), nos indican que la escasez de 
VRK1 hace que las células se dividan más lento y la ausencia de VRK1 que se produzca una 
parada en el crecimiento de las mismas. Es decir, VRK1 tiene una función esencial en la 
progresión normal del ciclo celular y por tanto, en la proliferación y división normal de las 
células. Todo ello además de su papel en regulación de p53 en proliferación normal (Vega, 
Sevilla et al. 2004), es decir, en la protección del genoma antes de la replicación, mediante 
checkpoints controlados por p53. 
VRK1 es una proteína muy estable, que puede tener papeles adicionales a lo largo del 
ciclo celular, como es esperable de una quinasa reguladora, lo cual quiere decir que es probable 
que VRK1 tenga diferentes funciones dependiendo de la fase del ciclo celular.  
Ha de tener un papel en la salida de G0, ya que se expresa temprano tras la readición de 
suero a células paradas, y su expresión se enciende y se apaga por suero. VRK1 responde igual 
que genes de respuesta temprana en el ciclo celular como son c-Fos y c-Myc. Además su 
expresión es paralela a la de Ciclina D1 y previa a la fosforilación de Rb, antes del punto de 
restricción, sugiriendo un papel activo de VRK1 en la regulación de los mismos, lo cual se ve 
confirmado por el hecho de que ambos marcadores disminuyen sus niveles tras el silenciamento 
de VRK1, con la consiguiente parada en la proliferación celular. Una vez las células han entrado 





progresión del ciclo celular o su control, ya que como sabemos, VRK1 es capaz de fosforilar y 
activar a factores de transcripción como ATF2, c-Jun y p53 (Vega, Sevilla et al. 2004; Sevilla, 
Santos et al. 2004 a; Sevilla, Santos et al. 2004 b). Su requerimiento para la progresión del ciclo 
celular se ve apoyada por las observaciones de que VRK1 es un gen diana de la ruta de p16-Rb-
E2F, regulado positivamente por E2F y negativamente por Rb y p16 (Vernell, Helin et al. 2003) 
y que la sobreexpresión de p16 junto con Rb no fosforilado disminuyen sus niveles de proteína 
(Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006). Además, en células sin Rb, lo cual mimetiza su 
fosforilación, hay una sobreexpresión de VRK1 (Semizarov, Kroeger et al. 2004). 
Por otro lado, el patrón de expresión de VRK1 similar a p63 y su colocalización con el 
mismo encontrada en las capas más proliferativas de los epitelios normales, puede indicar que 
VRK1 podría también ser importante en la salida de G0 a G1 de células madre. 
 En células que crecen de forma continua, como en cultivos celulares o en el 
compartimento de amplificación de los epitelios normales, VRK1 colocaliza con marcadores de 
proliferación como Ki67 (Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006) o p63 (este trabajo). En esta 
situación en la que las células no entran en fase G0, VRK1 es necesaria, ya que como se ha visto 
en la línea tumoral HCT116 (Vega, Sevilla et al. 2004) y en fibroblastos normales (este trabajo), 
su eliminación mediante ARNi en presencia de suero, resulta en parada de la división celular. 
Por lo tanto, aparte de en la salida de G0, VRK1 tiene diferentes papeles en la progresión de las 
fases G1/S y también de G2/M, como se explica más adelante. 
La correlación positiva encontrada entre VRK1 y CDK2, CDK6, CDK1, Ciclina A y 
Ciclina B1 indica que VRK1 es necesaria para la progresión del ciclo celular. CDK6 fosforila a 
Rb en la transición G1/S, liberando al factor de transcripción E2F1. Una alta actividad de CDK2 
también indica progresión del ciclo celular, así como la correlación con Rb fosforilado; con 
CDK1, que es esencial para la transición G1/S y también para G2/M; con Ciclina A, necesaria 
para progresión a lo largo de fase S y G2/M; y con Ciclina B1, que es requerida para la 
progresión de la fase G2/M del ciclo celular. Además VRK1 induce expresión del promotor de 
CDK2 en líneas celulares tumorales (Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006). Ki67, que también 
correlaciona positivamente con VRK1 (Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006), es un marcador 
estrictamente asociado con proliferación, que está generalmente aceptado y que se usa en el 
análisis de tumores, pero cuya función todavía no es muy conocida (Brown and Gatter 2002). 
Además, Survivina es una proteína requerida para la progresión del ciclo celular y control de 
apoptosis (Suzuki, Hayashida et al. 2000; Altieri 2003 b) que también correlaciona 
positivamente con VRK1 en tumores de cabeza y cuello. Survivina también participa en 
checkpoints regulados por p53 (Beltrami, Plescia et al. 2004) y protege a las células de 
apoptosis, siendo usualmente un marcador de mal pronóstico (Altieri 2003 a; Schimmer 2004). 
VRK1 induce expresión del promotor de Survivina en líneas celulares tumorales (Santos, 





Estos datos corresponden a tumores de cabeza y cuello y a líneas celulares tumorales, 
pero en el presente trabajo se ha visto cómo VRK1 tendría un papel esencial en G1/S en una 
línea celular normal como es la de fibroblastos WS1. Con lo cual VRK1 es necesaria para la 
proliferación normal, y su descontrol en tumores podría favorecer la progresión de los mismos 
(Ver punto 3 de esta Discusión). 
Otros datos sitúan a VRK1 humana como esencial en la fase G2/M del ciclo celular. 
VRK1 es capaz de fosforilar a la Histona H3, que es necesaria para la condensación de la 
cromatina y la formación una estructura cromosómica adecuada en la transición G2/M (Kang, 
Park et al. 2007) y VRK1 también fosforila a BAF, que es un factor con un papel importante en 
el reensamblaje de la membrana nuclear después de la mitosis, haciendo que su interacción con 
la membrana nuclear y la cromatina sea menor. Así, VRK1 jugaría un papel importante en el 
desensamblaje de la membrana nuclear durante la mitosis y posterior reensamblaje, y por tanto 
estaría implicada en la regulación del mantenimiento de una arquitectura nuclear apropiada  
(Nichols, Wiebe et al. 2006). Es decir, VRK1 sería necesaria antes de que la replicación del 
ADN ocurra (según nuestros datos) y también sería necesaria más tarde en el ciclo celular, en 
segregación cromosómica y desensamblaje de la membrana nuclear, ya que regula a la histona 
H3 (Kang, Park et al. 2007) y a BAF (Nichols, Wiebe et al. 2006). 
Por lo tanto, todos los datos apuntan a varios papeles de VRK1 en la progresión a lo 
largo del ciclo celular, regulando varios puntos de control, siendo VRK1 una proteína necesaria 
para salida de fase G0 y mantenimiento de la progresión del ciclo celular donde puede jugar 
diferentes papeles dependiendo de la fase del mismo, todo ello asociado a su actividad 
reguladora como quinasa. Este requerimiento de VRK1 para la división celular indica que 
podría ser una diana para el desarrollo de inhibidores específicos que controlen la proliferación 
celular, lo cual podría ser útil en terapia oncológica como alternativa a los actuales inhibidores 
de la división celular. 
 
3. VRK1 en tumores 
Desde un principio ya se postuló un posible papel de la quinasa humana VRK1 en 
tumorigénesis, debido a su alta expresión en líneas celulares tumorales y tejidos altamente 
proliferativos (Nezu, Oku et al. 1997). En nuestros estudios iniciales vimos como la expresión 
de VRK1 era siempre más alta en líneas celulares tumorales que en líneas normales (Valbuena, 
Lopez-Sanchez et al. 2007) y eso, unido a que, como hemos dicho anteriormente, VRK1 es 
capaz de activar a varios factores de transcripción, es lo que nos hizo pensar que VRK1 podría 
contribuir a la expansión de las células tumorales y por lo tanto, al fenotipo proliferativo del 
tumor. 
El cáncer de pulmón es uno de los tipos de cáncer más comunes, y normalmente cuando 





reducción en la mortalidad que se puede conseguir mediante el diagnóstico temprano y la 
mejora en las terapias que existen actualmente. Por ello, la caracterización de este tipo de cáncer 
para encontrar nuevas moléculas que puedan servir de marcadores o de dianas terapéuticas se ha 
convertido en una necesidad urgente. En este trabajo se han estudiado dos series de biopsias 
procedentes de cáncer de pulmón y se ha correlacionado los niveles de VRK1 nuclear con el 
fenotipo morfológico del tumor, carcinoma de célula escamosa (SCC) o adenocarcinoma 
(ADC), y el estado de mutación de p53. 
La asociación de la alta expresión de VRK1 con carcinomas de pulmón de célula 
escamosa, pero no con adenocarcinomas podría reflejar diferentes papeles biológicos de la 
proteína VRK1 en estos dos tipos de tumores, y podría estar relacionada con el papel de VRK1 
en las rutas de señalización celular y sus componentes, que todavía no se conocen en 
profundidad. O incluso, esta diferencia podría estar asociada con las características particulares 
de cada tipo de tumor. 
 La expresión de VRK1 ya la estudiamos previamente en carcinomas de célula escamosa 
de cabeza y cuello y se encontró que VRK1 correlacionaba positivamente con varios 
marcadores de proliferación como Ki67, topoisomerasa II, Survivina y Ciclina A e inversamente 
con el inhibidor del ciclo celular p16 (Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006). En el presente 
trabajo se han determinado algunos de estos marcadores en carcinomas de pulmón. Los 
marcadores asociados con proliferación Ciclina A y Survivina también correlacionan 
positivamente con VRK1, y p16 correlaciona negativamente, lo cual es consistente con su papel 
inhibidor. Aparte sabemos que p16 inhibe la expresión del gen VRK1 en líneas celulares 
(Vernell, Helin et al. 2003; Santos, Rodriguez-Pinilla et al. 2006). 
El gen p53 se encuentra mutado en más de la mitad de los tumores humanos (Walker, 
Bond et al. 1999; Romer, Klein et al. 2006) y estas mutaciones se concentran en el dominio de 
unión al ADN afectando al papel transcripcional de p53. Los tres mutantes de p53 más 
frecuentemente encontrados en casos de cánceres humanos esporádicos y hereditarios 
(Síndrome de Li-Fraumeni) son incapaces de regular negativamente a VRK1, a diferencia de 
p53 silvestre, en líneas celulares.  
El mecanismo por el cual p53 induce la regulación negativa de VRK1 marcándola para 
degradación en la vía endocítica lisosomal no es funcional en los carcinomas de pulmón con 
p53 mutado en su dominio de unión a ADN, ya que éste no puede activar la transcripción de 
aquello que promueve la degradación de VRK1, y es por ello que se produce una acumulación 
de la misma. Los efectos funcionales de p53 son bastante conocidos (Ferreira, Tolis et al. 1999; 
Prives and Hall 1999; Taylor and Stark 2001; Bargonetti and Manfredi 2002), pero las 
consecuencias que se derivan de los altos niveles de VRK1 en la célula no se conocen, aunque 





mutado no es capaz de regular negativamente a VRK1, lo cual es consistente con su incapacidad 
de parar la progresión del ciclo celular. 
Esa acumulación de VRK1 en los tumores de pulmón con p53 mutado podría resultar en 
la estimulación de diferentes rutas de señalización (ATF2, c-Jun) que podrían contribuir a la 
progresión y el crecimiento del tumor, aparte de otras alteraciones resultantes de la pérdida de 
función de p53. 
 En cuanto al papel de VRK1 en la proliferación celular en estos tumores, nos 
encontramos con dos situaciones muy diferentes en cuanto al programa transcripcional, una con 
p53 silvestre y niveles bajos de VRK1, donde probablemente VRK1 esté activando a diferentes 
factores de transcripción a un nivel subóptimo, y otra en el caso de los tumores que tienen p53 
mutado, en los que no se activa el programa transcripcional dependiente de p53 y esa VRK1 
acumulada podría sobreactivar a esos factores de transcripción o incluso activar a otros. Es 
decir, los tumores con niveles altos de VRK1 pueden tener una sobreactivación de las señales 
mediadas por c-Jun y ATF2 (Sevilla, Santos et al. 2004 a; Sevilla, Santos et al. 2004 b), que son 
dos factores de transcripción diana de VRK1, así como de las proteínas Histona H3 y BAF, 
necesarias para la condensación de la cromatina y la formación de la envuelta nuclear 
respectivamente (Nichols, Wiebe et al. 2006; Kang, Park et al. 2007), contribuyendo así al 
fenotipo anormalmente proliferativo de estos tumores. 
Los niveles más altos de expresión de VRK1 en tejidos en las zonas de proliferación 
activa y en tumores, concuerdan con los datos obtenidos por medio de la supresión de la 
expresión de VRK1 con ARN de interferencia. En estos ensayos, tanto en células tumorales 
(Vega, Sevilla et al. 2004) como en normales (este trabajo), se puede ver como VRK1 tiene un 
papel esencial en la regulación de la proliferación celular, lo cual sugiere que las mutaciones 
inactivantes de esta quinasa en tejidos proliferativos serían letales. Sin embargo, la 
sobreexpresión de VRK1 no parece conducir a un fenotipo tumoral (Vega, Sevilla et al. 2004), 
por lo que VRK1 no tendría potencial oncogénico por sí misma, pero sí podría contribuir al 
desarrollo del tumor. De todas maneras, lo que está claro, es que células normales que proliferan 
mucho o células tumorales, cuya proliferación está descontrolada, muestran niveles altos de 
VRK1. Probablemente, la sobreexpresión de VRK1 por sí sola no sea la que provoque el tumor, 
sino que otras proteínas han de estar también alteradas, pero lo que es evidente es que VRK1 es 
necesaria en altos niveles para que haya alta tasa de proliferación, contribuyendo, por lo tanto, al 
fenotipo tumoral y altamente proliferativo y constituyendo, por tanto, una posible diana tumoral 
para impedir la progresión del tumor, ya que la supresión de la misma sí que hemos demostrado 
que provoca una parada de dicha proliferación.  
Incluso existen datos recientes en los cuales se relacionan los niveles bajos de VRK1 






En resumen, como hemos visto, en tumores con mutaciones en p53 probablemente no se 
induzca el mecanismo responsable de la regulación negativa de VRK1, dando lugar a una 
proteína VRK1 más estable y, por tanto, a niveles más altos de la misma. La actividad de VRK1 
está relacionada con proliferación celular, por lo tanto, es probable que estas líneas celulares 
tumorales tengan un potencial de división más alto, aunque el hecho de que este proceso siga 
adelante también puede depender de otras propiedades celulares. La implicación exacta, si la 
























































1. El supresor de tumores p53 regula negativamente los niveles de su proteína 
estabilizadora VRK1, estableciendo un nuevo circuito de autorregulación. 
 
 
2.  Esta regulación negativa requiere inducción transcripcional por parte de p53.  
 
 
3. A través de esa inducción transcripcional, p53 promueve la degradación de 
VRK1 en la vía lisosomal. 
 
 
4.  Existe una acumulación de VRK1 en carcinomas de pulmón con p53 mutado 
por disfunción de este circuito de autorregulación. 
 
 
5.  La proteína VRK1 se expresa en células que se encuentran en división activa y 
no lo hace en células paradas. 
 
 




6.  La pérdida de VRK1 induce un bloqueo en la fase G1 del ciclo celular, por lo 
tanto, VRK1 tiene un papel esencial en la regulación de la progresión del ciclo 
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1. Expresión y purificación de proteínas fusionadas a epítopo 6xHis en bacterias 
Para la expresión de proteínas de fusión de este tipo utilizamos el vector pET que 
contiene un promotor de expresión para Escherichia coli, inducible con IPTG y que expresa la 
proteína clonada fusionada a una cola de 6 Histidinas. En primer lugar, el plásmido 
recombinante se transformó en la cepa BL21DE de E. coli. Se creció un preinóculo de la misma 
en medio selectivo (LB + Ampicilina 50 μg/ml) durante toda la noche en agitación a 37ºC. Al 
día siguiente se llevó a un volumen 10 veces mayor en medio selectivo fresco y se incubó 
durante 1-2 horas a 37ºC en agitación hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0.6-0.8, 
momento en el cual el cultivo se encuentra en crecimiento exponencial listo para la inducción de 
la expresión de la proteína de fusión añadiendo IPTG a una concentración final de 0.2-0.5 mM y 
se puso a crecer a 37ºC durante 4 horas. Tras este tiempo se centrifugó el cultivo bacteriano 
resultante a 10000 x g durante 10 minutos, se retiró el sobrenadante y se resuspendió el pellet 
celular resultante en tampón de lisis (PBS frío + 1% Tritón X-100, Lisozima 0.2 μg/ml, DTT 
2mM, los inhibidores de proteasas PMSF 1mM, aprotinina 10 μg/ml y leupeptina 10 μg/ml, y 
además Imidazol 10mM). Tras una incubación de 20 minutos a 4ºC, la suspensión se sonicó con 
3 pulsos de 30 segundos cada uno, separados 30 segundos, a 4ºC y baja potencia, en un 
sonicador “Misonic XL2010”, tras lo cual se centrifugó a 30000 x g durante 30 minutos a 4ºC. 
Ese sobrenandante o fracción soluble, que contiene todas las proteínas solubles, entre las que se 
encuentra de forma mayoritaria la proteína de fusión expresada, fue incubado durante 2-12 
horas a 4ºC en agitación orbital suave con la resina “TALON Metal Affinity Resin” (BD 
Biosciences). Una vez unida la proteína de fusión a la resina, se lavó varias veces mediante 
centrifugación suave con PBS con inhibidores de proteasas y 10mM de Imidazol, para 
posteriormente eluir la proteína de fusión con soluciones de PBS con Imidazol en 
concentraciones crecientes desde 50mM hasta 500mM, durante 1 hora cada una, a 4ºC y en 
agitación orbital suave. Se comprobó la pureza de la proteína en las diferentes eluciones 
mediante electroforesis SDS-PAGE seguida de tinción con azul de Coomassie, posteriormente 
se unieron todas aquellas eluciones que contenían la proteína bien purificada y se concentró en 
un centricón “Amicon Ultra” (Millipore). Por último, se determinó su concentración por 
colorimetría usando el reactivo “BIORAD protein assay”, frente a una recta patrón con BSA de 
concentración conocida. 
 La proteína purificada y concentrada se usó para inocular ratones y producir los 
anticuerpos monoclonales frente a VRK1 1F6 y 1B5. 
 
2. Tinción con azul de Coomassie 
 Las fracciones proteicas obtenidas en los experimentos de purificación de proteínas se 
separaron por su peso molecular mediante electroforesis vertical en geles SDS-PAGE. 




de Coomassie, 50% metanol, 10% ácido acético) durante 5 minutos en agitación y después se 
destiñieron en solución de destinción (50% metanol, 10% ácido acético) en agitación hasta 
poder ver perfectamente las bandas de interés. Algunos geles se secaron en un secador de geles 
(BIORAD) durante 2 horas a 80ºC. 
 
3. Producción de anticuerpos monoclonales frente a VRK1 humana 
 Previamente se purificó y concentró la cantidad suficiente de proteína de fusión VRK1-
His humana para todas las inmunizaciones necesarias, según el protocolo descrito en apartados 
anteriores. Los ratones se mantuvieron una semana en cuarentena. Para cada una de las 
inmunizaciones se utilizaron 250 μg de proteína VRK1-His purificada. Se dieron un total de 
cuatro inmunizaciones, en intervalos de un mes. Para hacer un seguimiento de la producción de 
anticuerpos por los ratones se llevaron a cabo pruebas mediante Western blot frente a la proteína 
VRK1 purificada, escogiéndose el ratón que daba la señal más alta. Posteriormente se realizó la 
fusión, y del hibridoma resultante salieron varios clones que se probaron frente a proteína 
VRK1 purificada mediante Western blot y se eligieron los que mejor la reconocían. 
Posteriormente fueron purificados y se titularon para su uso en Western blot e 
inmunoprecipitación a partir de extractos de células eucariotas, e inmunofluorescencia en 
células eucariotas. Estos y el resto de anticuerpos utilizados en este estudio se detallan en la 
Tabla 1. 
 
4. Generación de vectores de ADN recombinantes 
 Las construcciones diseñadas en el laboratorio se generaron insertando secuencias de 
ADNc en los correspondientes vectores mediante reacciones de digestión de fragmentos de 
ADN con enzimas de restricción (Promega o Fermentas) y posterior ligación con la enzima “T4 
ADN-Ligasa” (Promega) según (Sambrook and Russell 2001). Las construcciones así obtenidas 
se transformaron en la cepa bacteriana competente más adecuada en cada caso, seleccionando 
las colonias transformantes con la resistencia específica para cada vector. Para confirmar que las 
construcciones eran correctas se realizó análisis de restricción y posterior electroforesis y 
secuenciación. Las construcciones de ADN usadas en este estudio se detallan en la Tabla 2. 
 4.1. Aislamiento de ADN plasmídico de E.Coli (MiniPrep, MaxiPrep) 
 El método utilizado con mayor frecuencia para el aislamiento de ADN plasmídico a 
pequeña escala a partir de E. coli fue el de lisis alcalina (Birnboim and Doly 1979) denominado 
comúnmente “MiniPrep”.  
  Para la obtención de ADN a gran escala (MaxiPrep) se usó el sistema comercial “The 
novel plasmid purification System”, “JETStar Maxi kit” (GENOMED). De esta manera fue 





4.2. Determinación de la concentración de ácidos nucleicos 
 La concentración de ADN se determinó midiendo la absorbancia a 260nm en un 
espectrofotómetro “U-2001 UV/Visible” (HITACHI) y considerando la relación de absorbancia 
260/280nm. Posteriormente se corroboró esta concentración analizando la fluorescencia emitida 
por la muestra tras electroforesis en un gel de agarosa. 
4.3. Electroforesis de fragmentos de ADN 
La separación de los fragmentos de ADN en función de su tamaño se llevó a cabo 
mediante electroforesis en geles de agarosa preparados a la concentración adecuada según el 
tamaño de los fragmentos a separar (0.7-1.5%). La migración de los fragmentos se realizó a 
voltaje constante (60-100V). El tampón de migración usado fue TAE (Tris-acetato 40mM, 
EDTA 1mM). Como marcador de tamaño se usó ADN Ladder 1Kb (Promega) o ADN λ Hind 
III Fragments (Invitrogen). 
Para poder seguir la migración del ADN en los geles se usó un tampón de carga al que 
se añadió dos colorantes: xylenocianol, que en un gel de agarosa al 0.8% migra 
aproximadamente con los fragmentos de 5Kb y azul de bromofenol, que migra con los 
fragmentos de 0.5Kb. En la preparación del gel se incluyó bromuro de etidio (0.5 μg/ml), que 
actúa intercalándose entre las bases nitrogenadas del ADN, lo cual hace que emita fluorescencia 
al exponerse a la luz ultravioleta y poder así visualizar los diferentes fragmentos de ADN. Las 




 Los plásmidos utilizados se transformaron en bacterias E. coli competentes de las cepas 
DH5α ó BL21DE, según fueran para obtener ADN o proteína respectivamente, incubándolas 
durante 30 min. a 4ºC, después de los cuales se sometieron a un choque térmico a 42ºC durante 
30 s. Se volvieron a enfriar 5 min. a 4ºC y se les añadió 1 ml de medio de cultivo LB, 
incubándose 1 hora a 37ºC en agitación (tiempo de expresión de la resistencia al antibiótico) y 
finalmente se sembraron en placas Petri de LB-agar con el antibiótico de selección 
correspondiente (generalmente Ampicilina 50 μg/ml). Las placas se incubaron a 37ºC durante 
toda la noche hasta obtener colonias bacterianas que contenían el plásmido en cuestión. 
 
6. Secuenciación de ADN 
Se confirmaron mediante secuenciación algunos de los plásmidos utilizados en este 
trabajo. La secuenciación de ADN se llevó a cabo de forma automática utilizando un 
secuenciador ABI Prism 377, Perkin-Elmer. La reacción de extensión del ADN que se desea 




deoxinucleótidos. Cuatro colores diferentes de fluorescencia identificaron a cada uno de los 
nucleótidos (A, T, C o G). Posteriormente se comprobaron las secuencias con los programas 
Chromas, ClustalX y SeqMan DNAStar. 
 
7. Cultivo de líneas celulares 
 Se utilizaron líneas celulares adherentes de mamífero (humanas o de ratón, Tabla 3), 
que se cultivaron en Flasks o placas para cultivo celular en monocapa, en un incubador a 37ºC, 
con atmósfera de 5% de CO2 y 98% de humedad relativa. Los medios de cultivo DMEM, RPMI 
o McCoy’s fueron suplementados con 10% de FBS, L-Glutamina a 2mM y los antibióticos 
penicilina 50 unidades/ml y estreptomicina 50 μg/ml. Los pases se realizaron levantando las 
células con Tripsina-EDTA. Todos los medios y suplementos fueron de GIBCO (invitrogen). 
 Las células en cultivo se siguieron en un microscopio óptico invertido “Zeiss Axiovert 
25”. En algunos casos concretos se tomaron fotos en un microscopio óptico invertido “Zeiss 
Axiovert 135” con una cámara digital HAMAMATSU asociada al mismo. 
 
8. Transfecciones transitorias de ADN en células de mamífero en cultivo monocapa 
 Para los experimentos de sobreexpresión de proteínas en células eucariotas se llevaron a 
cabo transfecciones transitorias de ADN en células en cultivo monocapa. Para ello se sembraron 
las células en cultivo 24 h. antes de la transfección a una densidad de forma que estuvieran entre 
un 60-80% de confluencia en el momento de la transfección. Las células se transfectaron con las 
construcciones de ADN indicadas en cada experimento con uno de los siguientes métodos de 
transfección, dependiendo de la línea celular y la eficiencia de transfección deseada: 
 -Precipitación con fosfato cálcico según (Seelos 1997): Se mezcló el ADN a una 
concentración final de 25 μg/ml con CaCl2.2H2O a 0,25M, se agitó con un vortex y se incubó 
durante 1 hora a temperatura ambiente. Esta solución se añadió gota a gota y agitando con un 
vortex a una solución 50 mM Hepes, 280 mM NaCl y 0,23% peso/volumen de NaH2PO4.H2O. 
Se incubó a temperatura ambiente durante 1 hora tras lo cual se agitó con un vortex y se añadió 
la mezcla de transfección a las células. 12 horas después de la transfección las células fueron 
sometidas a un choque con glicerol al 10% durante 1 minuto, antes de retirar los precipitados, 
para aumentar la eficiencia de transfección.  
 -Usando el reactivo “JetPEI transfection reagent” (Polyplustransfection). Se diluyeron 
por separado el ADN y el reactivo JetPEI en un volumen determinado de NaCl 150 mM en una 
proporción N/P (número de residuos de nitrógeno del reactivo por fosfato del ADN) de 5 según 
recomendación del fabricante. Se agitó cada una de las mezclas y a continuación se añadió la 
solución de JetPEI sobre la solución de ADN, se agitó y se incubó a temperatura ambiente 
durante 15-30 minutos. Posteriormente se añadió a las células y se homogeneizó con el medio 




 -Usando el reactivo “Lipofectamine 2000 Reagent” (Invitrogen) según las instrucciones 
del fabricante y a una relación  μg ADN / μl Lipofectamine de 1/3. Se diluyeron por separado el 
ADN y el reactivo Lipofectamine en un volumen determinado de Opti-MEM (GIBCO, 
invitrogen). Se agitó cada una de las mezclas y tras 5 minutos se añadió la solución de 
Lipofectamine a la solución de ADN, se agitó y se incubó a temperatura ambiente durante 20 
minutos. Posteriormente se añadió a las células y se homogeneizó con el medio de cultivo sin 
antibióticos, en el que previamente se habían sembrado las células. A las 12 horas después de la 
transfección se cambió el medio a DMEM (GIBCO, invitrogen) con antibióticos. 
 En todos los casos la cantidad total de ADN transfectado se mantuvo constante 
mediante la adición del correspondiente vector vacío.  
 Como control de la eficiencia de la transfección, fue introducido un vector para 
expresión eucariota constitutiva de la proteína fluorescente verde GFP en cantidad y 
condiciones iguales a las de las construcciones transfectadas para el experimento. 
 Tras la transfección, la expresión génica fue analizada entre las 24 y 48 h., según el 
caso. 
 
9. Electroforesis en geles SDS-PAGE y Western blot de extractos proteicos 
 Para la obtención de extractos proteicos totales de células en cultivo, las células se 
lavaron con PBS frío y se recogieron directamente en tampón de lisis (50 mM Tris-HCl pH8, 
5mM EDTA, 200 mM NaCl, 1% Triton X-100) más inhibidores de proteasas y fosfatasas (1mM 
PMSF, 10 μg/ml aprotinina, 10 μg/ml leupeptina, 1mM ortovanadato sódico, 1mM fluoruro 
sódico). Tras una incubación de 30 minutos en hielo se centrifugaron los extractos durante 20 
minutos a 16.000 x g a 4ºC. Se recuperó la fracción soluble y se midió la concentración proteica 
total por espectrofotometría con el reactivo “BIO-RAD protein assay”, usando BSA de 
concentración conocida para hacer una recta patrón. 
 Se resolvió una cantidad igual en todos los puntos de extracto proteico (20-40μg, 
dependiendo de la línea celular) mediante electroforesis vertical en gel SDS-PAGE (sodium-
dodecylsulfate-polyacrlamide gel electrophoresis) con un porcentaje de acrilamida adecuado al 
tamaño de la proteína a analizar. Para ello las muestras se procesaron con tampón de carga 
desnaturalizante (62.5mM Tris-HCl  pH6.8, 10% glicerol, 2.3% SDS, 0.1% azul de bromofenol, 
5% β-mercaptoetanol) y se hirvieron durante 5 minutos. El gel se corrió en condiciones 
desnaturalizantes en tampón de carrera adecuado (25mM Tris, 192mM glicina y 1.7mM SDS) 
según (Laemmli 1970). Como marcadores de peso molecular se utilizaron marcadores 
preteñidos “Precision Plus Protein Standards Dual Color”, BIO-RAD. 
 Las proteínas se transfirieron después a una membrana de PVDF (Immobilon-P transfer 
membrane, Millipore) mediante transferencia húmeda en el tampón de transferencia (25 mM 




 Para llevar a cabo el Western blot la membrana se bloqueó durante 1-2 h a temperatura 
ambiente o toda la noche a 4ºC en agitación en 5% de leche en polvo desnatada disuelta en el 
tampón TBS-T (25mM Tris, 50mM NaCl, 2.5mM KCl y 0.1% Tween-20). A continuación, tras 
lavar la leche, la membrana fue incubada con el anticuerpo primario diluido en TBS-T a la 
dilución adecuada (Tabla 1) durante 1-2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC en 
agitación y posteriormente se lavó varias veces con TBS-T en agitación. Después se incubó la 
membrana con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa a la dilución 
adecuada en TBS-T durante 0.5-1 h a temperatura ambiente en agitación. Posteriormente se lavó 
la membrana varias veces en agitación con TBS-T y se detectó la luminiscencia mediante 
incubación con uno de los siguientes reactivos: “ECL Western Blotting Detection Reagent” 
(Amersham Biosciences), “PIERCE ECL Western Blotting Substrate” o “Immobilon Western 
Chemiluminescent HRP Substrate” (Millipore). La luminiscencia emitida por las bandas 
proteicas correspondientes se detectó exponiendo las membranas con películas de rayos X 
(Fujifilm).  
 En algunos casos se cuantificó la intensidad de las bandas proteicas de interés con el 
programa Quantity One (BIO-RAD) y se representaron, mediante barras, los valores de 




 Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo a partir de 1 mg de extracto proteico total. 
En este caso las células se lisaron con un tampón de lisis específico (20 mM Tris-HCl pH8, 
10mM EDTA, 140 mM NaCl, 1% NP40 y 10% Glicerol) más inhibidores de proteasas y 
fosfatasas (1mM PMSF, 10 μg/ml aprotinina, 10 μg/ml leupeptina, 1mM ortovanadato sódico, 
1mM fluoruro sódico). Para eliminar uniones inespecíficas se preincubaron los extractos con 50 
μl de bolas “Gamma-Bind G Plus Sepharose beads” (GE Healthcare), previamente equilibradas 
con tampón de lisis, durante 30 min a 4ºC en agitación orbital. Posteriormente se retiraron las 
bolas de sefarosa y se incubó el extracto total preclareado con el anticuerpo correspondiente a la 
concentración adecuada durante 4 horas, o toda la noche, a 4ºC en agitación orbital y a 
continuación se añadieron 40 μl de bolas “Gamma-Bind G Plus Sepharose beads” (GE 
Healthcare) bloqueadas previamente con BSA al 1% en PBS y equilibradas con tampón de lisis. 
Se incubó esta mezcla durante 4 h, o toda la noche, a 4ºC en agitación orbital. Tras este tiempo 
se recogieron las bolas de sefarosa por centrifugación suave y se lavaron con el tampón de lisis 
varias veces antes de ser procesadas con tampón de carga. Por último se analizaron mediante 







 Con el objetivo de detectar y localizar mediante microscopía óptica proteínas endógenas 
en células en cultivo se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia. Para lo cual las células 
se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio estériles y se trataron de la forma correspondiente en 
cada caso. Transcurrido el tiempo necesario (24-72 h) se lavaron las células con tampón PBS 
frío y se fijaron con paraformaldehído al 4% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. 
Tras la fijación, las células fueron tratadas durante 10 min con Glicina 10mM a temperatura 
ambiente para bloquear los sitios aldehído libres y posteriormente permeabilizadas en PBS frío 
con 0.2% de Triton X-100 durante 30 min. A continuación se bloquearon con 1% de BSA en 
PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Después se incubaron 30 min a 37ºC con el 
anticuerpo primario en la misma solución. Tras lavar las células tres veces con 0.1% Triton X-
100 en PBS, se incubaron con el anticuerpo secundario específico marcado con un fluorocromo 
(Cy2 verde o Cy3 rojo). Tras otros 3 lavados en el mismo tampón de lavado, los núcleos 
celulares se tiñeron con DAPI durante 10 min en PBS a temperatura ambiente. Tras un último 
lavado con PBS los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con “Gelvatol” (Monsanto) o 
“Vectashield” (VECTOR laboratories) y la localización subcelular de los antígenos se analizó 
mediante microscopía confocal en un microscopio confocal Zeiss LSM510. Las imágenes así 
adquiridas se analizaron con el programa LSM Image Examiner (Zeiss). 
 Las inmunofluorescencias sobre cortes de tejidos se llevaron a cabo de forma similar, 
pero desparafinando e hidratando las muestras con etanol decreciente y desenmascarando los 
antígenos con Tris-EDTA pH9 (3 min en olla a presión), antes de permeabilizar y bloquear. 
 
12. Análisis mediante citometría de flujo 
 Para determinar el perfil de ciclo de las células se realizó un análisis del contenido de 
ADN mediante el marcaje con Ioduro de Propidio. Tras el tratamiento correspondiente se 
lavaron las células con PBS, se levantaron con Tripsina-EDTA (GIBCO, invitrogen) y se 
volvieron a lavar con PBS y centrifugaciones a 1500 rpm durante 5 min cada una. El pellet 
celular se resuspendió en 700μl de etanol al 70% preenfriado a -20ºC y se mantuvo a 4ºC toda la 
noche. Tras esa fijación las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en 500 μl de 
solución de marcaje con Ioduro de Propidio (5 μg/ml de Ioduro de Propidio y 200 μg/ml de 
ARNasa en PBS, preparada fresca), se pasaron a tubo de citómetro y se incubaron durante 1-2 h 
a temperatura ambiente en agitación y oscuridad. Por último las células marcadas se analizaron 
en un citómetro FACScalibur (Becton-Dickinson) midiendo la fluorescencia asociada al Ioduro 
de Propidio unido al ADN. Se analizaron un mínimo de 10000 células por cada punto. La 
adquisición de los datos se llevó a cabo mediante el programa Cell Quest (Becton-Dickinson) y 
se analizaron mediante los programas Paint-a-Gate y ModFit (Becton-Dickinson) para 




13. RT-PCR cuantitativa en tiempo real 
 Tras el tratamiento correspondiente en cada caso (transfecciones o deprivación-
readición de suero) las células se lavaron con PBS frío y se extrajo el ARN total de las mismas 
siguiendo las instrucciones del fabricante del kit “RNeasy Mini Kit” (Qiagen), que basa su 
método de extracción y purificación del ARN total celular en el uso de columnas con 
membranas de silica-gel, diferentes tampones de estabilización, lisis, homogenización y lavado, 
y centrifugaciones rápidas. El ARN así purificado se analizó y cuantificó usando el sistema 
“Bioanalyzer 2100 nano-lab chip” (Agilent technologies). 
 Se usaron 100 ng de ARN total en cada reacción de RT-PCR cuantitativa a tiempo real 
usando el kit “QuantiTect SYBR Green RT-PCR kit” (Qiagen) y un termociclador “iCycler” 
(BIO-RAD) y los oligonucleótidos sonda específicos en cada caso (Tabla 4). De una forma 
sencilla, el método se basa en la conversión previa del ARN total a ADN mediante el uso de la 
enzima transcriptasa reversa y posterior reacción de PCR y amplificación de la secuencia de 
interés reconocida por los oligos específicos (Tabla 4). El aparato calcula los datos de 
flourescencia asociada al ADN amplificado (marcado con el fluorocromo SYBR Green), de 
manera que cuanto más ADN (y por lo tanto ARN) haya de partida más temprano es el ciclo en 
el que empieza a amplificar y dar la señal de fluorescencia. Las reacciones se analizaron 
posteriormente con el software de “iCycler”.  
 En algunos casos se representaron mediante barras los niveles relativos de ARN tras 
aplicar un factor de conversión que asocia el ciclo de amplificación con el nivel relativo de 
ARN y se normalizaron los datos con respecto a los niveles del ARN de la GAPDH, usado 
como control de carga. 
 
14. Experimentos de supresión de la expresión con ARNi 
 Los duplex de ARN de interferencia (siRNA) diseñados usando el algoritmo 
“SMARTselection” (DHARMACON RNA Technologies) se usaron para silenciar 
específicamente el gen de VRK1 (Tabla 4). Como control negativo se usó el ARN de 
interferencia funcional sin diana en células humanas “ON-TARGETplus siCONTROL Non-
targeting siRNA” (DHARMACON) y como control de la eficiencia de transfección se usó el 
ARN de interferencia “siGLO RISC-free siRNA” (DHARMACON) marcado con fluorescencia 
roja. Se transfectaron transitoriamente los oligos de ARN de interferencia a una concentración 
de 100-200 nM con el reactivo “Lipofectamine 2000 Reagent” (Invitrogen) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Tras la transfección se esperaron las horas correspondientes en 
cada caso y posteriormente se lisaron las células y se procesaron los extractos para Western blot. 
 En algunos casos se realizaron fotos mediante microscopía de las células así 
transfectadas y posteriormente se levantaron y se contaron con la cámara Neubauer, excluyendo 





 15.1. Tejidos normales 
 Se obtuvieron biopsias de tejidos humanos normales con el correspondiente 
consentimiento informado, se fijaron en formalina y se embebieron en parafina. Posteriormente 
se hicieron cortes de 3 μm de grosor y se transfirieron a portaobjetos de cristal con la superficie 
cargada positivamente (silanizados). Después se secaron durante 16 horas a 56ºC, se eliminó la 
parafina (desparafinado), se rehidrataron mediante series de etanol de concentración decreciente 
y se lavaron con PBS. Para recuperar los antígenos de la muestra se trataron los portaobjetos 
con tampón citrato 10mM pH6.5 durante 2 min en una olla a presión. Algunas secciones se 
tiñieron con hematoxilina-eosina como control. Posteriormente se llevó a cabo el marcaje con 
los diferentes anticuerpos específicos, VC1 para la proteína VRK1 y 4A4 para la proteína p63 
(Tabla 1). Después de la incubación se llevó a cabo la inmunodetección con el método “DAKO 
EnVision Visualization Method” (DAKO), con el cromógeno diaminobencidina (DAB) como 
sustrato, que resulta en una tinción de color marrón. 
 Los cortes de tejido teñidos por inmunohistoquímica se analizaron con un microscopio 
óptico “OLYMPUS BX51” y las fotos se tomaron con la cámara “OLYMPUS DP70” asociada 
al mismo. 
 15.2. Carcinomas de pulmón 
 En cuanto a los casos de carcinomas de pulmón, provenientes de diferentes hospitales 
españoles, fueron diagnosticados y obtenidos con el correspondiente consentimiento informado 
por escrito, de acuerdo con las directrices institucionales y los comités éticos. Estas biopsias 
tumorales se diagnosticaron antes de iniciar su tratamiento para inmunohistoquímica: fueron 
revisadas por patólogos y clasificadas histológicamente mediante examinación visual al 
microscopio óptico de acuerdo con los criterios 2004-WHO (Travis W.D., Brambilla E. et al. 
2004). Además se seleccionaron zonas en las que no había necrosis, ni inflamación, ni 
queratinización. Los controles de bronquiolo normal fueron tratados de forma similar antes del 
estudio inmunohistoquímico. 
 Todas estas biopsias se fijaron en formalina y se embebieron en parafina y 
posteriormente se usaron para preparar tissue arrays (TMA) (Beecher Instruments, Silver 
Spring, MD, USA). Posteriormente se hicieron cortes de 3 μm de grosor (a partir de los 
cilindros de 0,6mm de diámetro) y se transfirieron a portaobjetos de cristal con la superficie 
cargada positivamente (silanizados). Después se secaron durante 16 horas a 56ºC, se eliminó la 
parafina (desparafinado), se rehidrataron mediante series de etanol de concentración decreciente 
y se lavaron con PBS. Para recuperar los antígenos de la muestra se trataron los portaobjetos 
con tampón citrato 10mM pH6.5 durante 2 min en una olla a presión. Algunas secciones se 
tiñieron con hematoxilina-eosina como control. Posteriormente se llevó a cabo el marcaje con 




para p16 y VE1 para VRK1. Después de la incubación se llevó a cabo la inmunodetección con 
el método “DAKO EnVision Visualization Method” (DAKO), con el cromógeno 
diaminobencidina (DAB) como sustrato, que resulta en una tinción de color marrón.  
 La tinción inmunohistoquímica fue evaluada por patólogos usando un criterio uniforme 
y con conocimiento previo de las características clínicas y patológicas de los pacientes. El 
criterio para evaluar la tinción de p53 fueron: se tomó como valor 0, o tinción negativa, la 
tinción menor al 10% de las células tumorales y como valor 1, o tinción positiva, la tinción 
mayor o igual al 10% (Quinlan, Davidson et al. 1992). Para la tinción de p16: 1% de núcleos 
positivos se tomó como valor 0 o tinción negativa y más del 1% de núcleos positivos se tomó 
como valor 1 o tinción positiva (Brambilla, Moro et al. 1999). Por último, para VRK1 el criterio 
fue: valor 0 cuando el número de células positivas era menor del 5%, valor 1 cuando estaba 
entre el 5% y el 50% y valor 2 cuando había más del 50% de células positivas (Santos, 
Rodriguez-Pinilla et al. 2006). 
 
16. Reactivos y estimulaciones 
 Para provocar la acumulación y activación de p53 se usó irradiación con luz 
ultravioleta, UV-C a 20J/m2 o 40 J/m2, que se aplicó en un “Stratalinker” (Stratagene) 
directamente sobre las placas con las células a las que se les retiró previamente el medio de 
cultivo y la tapa. 
 La inducción de la expresión de p53 en la línea celular H1299 con el sistema TetOn se 
llevó a cabo mediante la adición de 2μg/ml de Tetraciclina al medio de cultivo de las células 
durante el tiempo indicado. 
 El inhibidor del proteasoma MG132 a 50μM se añadió al medio de cultivo de las células 
durante 4-6 horas. 
 El inhibidor del transporte de endosomas tardíos a lisosomas Cloroquina se añadió al 
medio de cultivo de las células en concentraciones 10-100 μM durante 24 horas. 
 Los inhibidores de proteasas también se añadieron directamente al medio de cultivo de 
las células y estuvieron en presencia de las mismas durante 6-12 horas. Los principales 
inhibidores de proteasas usados y su concentración de uso fueron: inhibidores de Serina 
proteasas: PMSF 1mM, Aprotinina 10mg/ml, DFP 0,1 mM, STI 10mg/ml y Leupeptina 50mM, 
de Cisteína protesas: IAA 50mM y Leupeptina 50mM, de Aspartato proteasas: Pepstatina 1mM 
y de Metaloproteasas: EDTA 5mM y 1,10 Fenantrolina 5mM. Los inhibidores PMSF y DFP 
cuya vida media en el medio de cultivo es de una hora se renovaron varias veces.  







Tabla 1. Anticuerpos  
 
Anticuerpo Antígeno Especie Dilución de uso aprox. Procedencia
VC1 VRK1        (aa 267-396) Policlonal conejo 1\1000 Producción propia
VE1 VRK1 Policlonal conejo 1\1000 Producción propia
1F6 VRK1        (aa 333-396) Monoclonal ratón 1\10000 Producción propia
DO-1 p53 (aa 11-25) Monoclonal ratón 1\500 Santa Cruz
Pab-1801 p53 (aa 32-79) Monoclonal ratón 1\1000 Santa Cruz
CM1 p53           Policlonal conejo 1\20000 Novocastra
AC-15 β-actina Monoclonal ratón 1\5000 Sigma
HA.11 Epítopo HA Monoclonal ratón 1\1000 Covance
Anti-myc Epítopo myc Policlonal conejo 1\1000 Upstate
RW128 p300 Monoclonal ratón 1\1000 Upstate
C-20 CBP Policlonal conejo 1\1000 Santa Cruz
Anti-FLAG Epítopo Flag Policlonal conejo 1\1000 Sigma
Anti-FLAG Epítopo Flag Monoclonal ratón 1\1000 Sigma
4A4 p63 Monoclonal ratón 1\50 DakoCytomation
C-19 p27 Policlonal conejo 1\1000 Santa Cruz
PC10 PCNA Monoclonal ratón 1\1000 Santa Cruz
Anti-pRb(Ser807/811) Rb fosforilado Policlonal conejo 1\1000 Cell Signaling
M-20 Ciclina D1 Policlonal conejo 1\1000 Santa Cruz
H-432 Ciclina A Policlonal conejo 1\1000 Santa Cruz














Tabla 2. Construcciones de ADN recombinante 
 
Construcción Vector Inserto Uso Procedencia
pCEFL-HA-VRK1 pCEFL-HA VRK1 Expresión eucariota con epítopo HA en amino
pCEFL-HA-VRK1(K179E) pCEFL-HA VRK1(K179E) (Quinasa inactiva)
Expresión eucariota con 
epítopo HA en amino
pCEFL-HA-VRK1(KK3435NQ) pCEFL-HA VRK1(KK3435NQ) (Mutante sumoilación)
Expresión eucariota con 
epítopo HA en amino
pCEFL-HA-VRK1(S342A) pCEFL-HA VRK1(S342A) (No fosforilable por Plk)
Expresión eucariota con 
epítopo HA en amino
pCEFL-HA-VRK1(S342D) pCEFL-HA VRK1(S342D) (Mimetiza fosforilación por Plk)
Expresión eucariota con 
epítopo HA en amino
pCEFL-HA-VRK1(T355A) pCEFL-HA VRK1(T355A) (No fosforilable)
Expresión eucariota con 
epítopo HA en amino
pCEFL-HA-VRK1(T355D) pCEFL-HA VRK1(T355D) (Mimetiza fosforilación)
Expresión eucariota con 
epítopo HA en amino
pCEFL-HA-VRK1(T390A) pCEFL-HA VRK1(T390D) (No fosforilable)
Expresión eucariota con 
epítopo HA en amino
pCEFL-HA-VRK1(T390D) pCEFL-HA VRK1(T390D) (Mimetiza fosforilación)
Expresión eucariota con 
epítopo HA en amino
pCDNA3.1-VRK1-myc pCDNA3.1 VRK1 Expresión eucariota con epítopo myc en carboxilo
pCDNA3.1-VRK1-N-myc pCDNA3.1 VRK1 (aa 1-332) Expresión eucariota con epítopo myc en carboxilo
pCDNA3.1-VRK1-Nc-myc pCDNA3.1 VRK1 (aa 1-267) Expresión eucariota con epítopo myc en carboxilo
pCDNA3.1-VRK1-C-myc pCDNA3.1 VRK1 (aa 267-396) Expresión eucariota con epítopo myc en carboxilo
pEF1-VRK1 pEF1 VRK1
Expresión eucariota, 
promotor EF1, epítopo 
myc-his en carboxilo
pCB6+p53 pCB6+ p53 Expresión eucariota J.A. Pietenpol (Nashville, EEUU)
pCB6+p53(T18A) pCB6+ p53(T18A) Expresión eucariota J.A. Pietenpol (Nashville, EEUU)
pCB6+p53(T18D) pCB6+ p53(T18D) Expresión eucariota J.A. Pietenpol (Nashville, EEUU)
pCB6+p53(S15A) pCB6+ p53(S15A) Expresión eucariota J.A. Pietenpol (Nashville, EEUU)
pCB6+p53(S20A) pCB6+ p53(S20A) Expresión eucariota J.A. Pietenpol (Nashville, EEUU)
pCB6+p53(S15A/T18A) pCB6+ p53(S15A/T18A) Expresión eucariota J.A. Pietenpol (Nashville, EEUU)
pCB6+p53(S15A/T18A/S20A) pCB6+ p53(S15A/T18A/S20A) Expresión eucariota J.A. Pietenpol (Nashville, EEUU)
pCB6+p53ΔN pCB6+
p53ΔΝ (todos los sitios 
fosforilables del amino 
mutados)
Expresión eucariota K. Vousden (Glasgow, UK)
pCB6+p53ΔC pCB6+
p53ΔC (todos los sitios 
fosforilables del carbolixo 
mutados)
Expresión eucariota K. Vousden (Glasgow, UK)
pCB6+p53ΔN/ΔC pCB6+ p53ΔN/ΔC (todos los sitios fosforilables mutados) Expresión eucariota
K. Vousden 
(Glasgow, UK)
pCMV-p53(L22Q/W23S) pCMV p53(L22Q/W23S) (mutante transactivación) Expresión eucariota K. Roemer (Germany)
pCMV-p53Δ40 pCMV p53Δ40 (isoforma defectiva transactivación) Expresión eucariota
J.C. Bourdon 






Construcción Vector Inserto Uso Procedencia
pCMV-p53(R175H) pCMV p53(R175H) (mutante unión a ADN) Expresión eucariota
Bert Vogelstein 
(Baltimore, EEUU)
pCMV-p53(R248W) pCMV p53(R248W) (mutante unión a ADN) Expresión eucariota
Bert Vogelstein 
(Baltimore, EEUU)
pWZL-Blast-p53(R273H) pWZL-Blast p53(R273H) (mutante unión a ADN) Expresión eucariota
Amancio Carnero 
(Madrid)
pCMV-p53(R280K) pCMV p53(R280K) (mutante unión a ADN) Expresión eucariota
A.J. Levine (New 
York, EEUU)
pCDNA3-p53(L332A) pCDNA3 p53(L332A) (mutante oligomerización) Expresión eucariota
Suzanne Camus 
(Singapore)
pCDNA3-p53C∆60 pCDNA3 p53CΔ60 (isoforma defectiva oligomerización) Expresión eucariota
Suzanne Camus 
(Singapore)
pCMV-p53β pCMV p53β (isoforma defectiva oligomerización) Expresión eucariota
J.C. Bourdon 
(Dundee, UK)
pCB6+p53-6KR pCB6+ p53-6KR (mutante sitios acetilación) Expresión eucariota
K. Vousden 
(Glasgow, UK)
pSUPER.retro.p53 pSUPER.retro siRNAp53 Expresión eucariota Oligoengine (Seattle, EEUU)
pCOC-Mdm2-X2 pCOC Mdm2 Expresión eucariota K. Vousden (Glasgow, UK)
pUbiquitin-His BRR12 Ubiquitina Expresión eucariota con epítopo his en carboxilo
S. Lane and D. Lane 
(Dundee, UK)
pCMV-p300-HA pCMV p300 Expresión eucariota con epítopo HA en amino
Richard Eckner 
(Zurich, Switzerland)
pLB(N)CX-Flag-C/H3 pLB(N)CX Dominio C/H3 de p300 Expresión eucariota con epítopo Flag




C/H3 de p300 
delecionado)
Expresión eucariota con 
epítopo Flag
J. DeCaprio (Boston, 
EEUU)
pSG5-CBP pSG5 CBP Expresión eucariota D. Heery (Nottingham, UK)
pCI-Flag-PCAF pCI PCAF Expresión eucariota con epítopo Flag























Tabla 3. Líneas celulares 
 
 
Línea Organismo Procedencia Características Medio de cultivo
H1299 Humano Cáncer de pulmón de célula no pequeña
Deleción parcial en 
homocigosis de p53 y ausencia 
de expresión de p53
RPMI + 10% FBS
H1299 Tet On Humano Cáncer de pulmón de célula no pequeña
Expresión de p53 inducible con 
Tetraciclina




A549 Humano Carcinoma de pulmón Expresión normal de p53 silvestre RPMI + 10% FBS




Deleción de los genes p53 y 
Mdm2 DMEM + 10% FBS
WS1 Humano Fibroblastos de piel Fibroblastos humanos normales DMEM + 10% FBS
U2OS Humano Osteosarcoma Expresión de p53 silvestre y carencia de p16 DMEM + 10% FBS
HCT116 Humano Carcinoma colorectal Expresión normal de p53 silvestre McCoy's + 10% FBS
HCT116 p53KO Humano Carcinoma colorectal Expresión nula de p53 McCoy's + 10% FBS
MCF7 Humano Adenocarcinoma de mama
Expresión normal de p53 
silvestre DMEM + 10% FBS




















Tabla 4. Oligonucleótidos 
 
Denominación Secuencia (5'-3') Uso
Pex2hVRK1-fwd CCAACGAGCTGCAAAACC Amplificación VRK1 humana RT-PCR
Pex2hVRK1-rev TGTCATGTAGACCAGACCCCC Amplificación VRK1 humana RT-PCR
GAPDH3 GGTCTTACTCCTTGGAGGCCATGT Amplificación GAPDH humana RT-PCR
GAPDH5 ACCTAACTACATGGTTTACATGTT Amplificación GAPDH humana RT-PCR
cMyc-fwd CCAGCAGCCTCCCGCGACGATG Amplificación Myc humano RT-PCR
cMyc-rev GAGGGGTCGATGCACTCTGAGG Amplificación Myc humano RT-PCR
cfos-fwd ATGATGTTCTCGGGCTTCAACGCAGCAG Amplificación Fos humano RT-PCR
cfos-rev AACCAATTCTTACTATGGCAAGCG Amplificación Fos humano RT-PCR
CycC-fwd GCCACTGCTACGGTATATTTCAAGAGATTC Amplificación Ciclina C humana RT-PCR
CycC-rev CAGAAGTAGCAGCAGCAATCAATCTTG Amplificación Ciclina C humana RT-PCR
CycD1-fwd CTTCCTCTCCAAAATGCCAG Amplificación Ciclina D1 humana RT-PCR
CycD1-rev AGAGATGGAAGGGGGAAAGA Amplificación Ciclina D1 humana RT-PCR
CycE-fwd GCAGAAGGTCTCAGGTTATC Amplificación Ciclina E humana RT-PCR
CycE-rev GTGGCCTCCTTAACTTCAAG Amplificación Ciclina E humana RT-PCR
CycA1-fwd ATGGCATTTGAGGATGTGTATGAA Amplificación Ciclina A1 humana RT-PCR
CycA1-rev CTGTGTTGAAATCCAGCAGGAA Amplificación Ciclina A1 humana RT-PCR
CycB1-fwd TCCATTATTGATCGGTTCATGC Amplificación Ciclina B1 humana RT-PCR
CycB1-rev TCAGTCACAAAAGCAAAGTCACC Amplificación Ciclina B1 humana RT-PCR
siVRK1-02 S (Dharmacon) CAAGGAACCUGGUGUUGAAUU ARNi transfección silenciamiento VRK1 humana
siVRK1-02 A (Dharmacon) UUCAACACCAGGUUCCUUGUU ARNi transfección silenciamiento VRK1 humana
siVRK1-03 S (Dharmacon) GGAAUGGAAAGUAGGAUUAUU ARNi transfección silenciamiento VRK1 humana


















ADN: Ácido DesoxirriboNucleico 
ADNc: ADN complementario 
ADP: del inglés “Adenosine DiPhosphate” 
ALLN: del inglés “N-Acetyl-Leucyl-Leucyl-Norleucinal” 
AMP: del inglés “Adenosine MonoPhosphate” 
ARN: Ácido RiboNucleico 
ARNm: ARN mensajero   
ARNi: ARN de interferencia 
ATF2: del inglés “Activating Transcription Factor 2”  
ATM: del inglés “Ataxia-Telangiectasia Mutated protein” 
ATP: del inglés “Adenosine TriPhosfate” 
BAF: del ingles “Barrier to Autointegration Factor” 
BSA: del inglés “Bovine Serum Albumin” 
CBP: del inglés “CREB-Binding Protein”  
CDK: del ingles “Cyclin-Dependent Kinase” 
CHK1: del inglés “CHeckpoint Kinase 1” 
CKI: del inglés “Casein Kinase I” 
COP1: del inglés “COnstitutively Photomorphogenic 1 protein” 
CREB: del inglés “CyclicAMP Response Element-Binding” 
DAPI: del inglés “4’,6’-DiAmidino-2-PhenilIndol” 
DFP: del inglés “Diisopropyl FluoroPhosphate” 
DMEM: del inglés “Dubelcoo’s Modified Eagle’s Medium” 
DRAM: del inglés “Damage-Regulated Autophagy Modulator” 
DTT: DiTioTreitol 
EDTA: del inglés “EthyleneDiamine-Tetraacetic Acid” 
ELM: del inglés “Eukaryotic Linear Motif” 
EST: del inglés “Expressed Sequence Tag” 
EST inhibitor: del inglés “(2S,3S)-trans-EpoxySuccinyl-L-leucylamido-3-methylbutane Ethyl 
Ester” 
FBS: del inglés “Fetal Bovine Serum” 
GAPDH: del inglés “GlycerAldehyde 3-Phosphate DeHydrogenase” 
GFP: del inglés “Green Fluorescent Protein” 





IAA: del inglés “IndoleAcetic Acid” 
IPTG: IsoPropil-β-D-TioGalactopiranósido 
JNK: del inglés “Jun N-terminal Kinase” 
kDa: kiloDalton (unidad de peso molecular) 
Km: Constante de “Michaelis Menten” 
KO: del inglés “Knock-Out” 
LB: medio “Luria Bertani” 
MBP: del inglés “Myelin Basic Protein” 
Mdm2: del inglés “Mouse double minute-2” 








NHK-1: del inglés “Nucleosomal Histone Kinase -1” 
NLS: del inglés “Nuclear Localization Signal” 
NTC: del inglés “Non Transfected Control” 
ºC: grado centígrado 
PBS: del inglés “Phosphate Buffer Saline” 
PCAF: del inglés “P300/CBP-Associated Factor” 
PCNA: del inglés “Proliferating Cell Nuclear Antigen” 
PCR: del inglés “Polymerase Chain Reaction” 
PD: del inglés “Proline-rich Domain” 
PEST: secuencia peptídica Prolina-Glutámico-Serina-Treonina 
Pirh2: del inglés “P53-induced protein with a RING-H2 domain” 
Plk: del inglés “Polo-like kinase” 
PMSF: del inglés “Phenil Methil Sulfonile Phuoride” 
PVDF: del inglés “PolyVinyliDene Fluoride” 
Rb: del inglés “Retinoblastoma protein” 
ROS: del inglés “Reactive Oxygen Species”  
rpm: revoluciones por minuto 
RPMI: medio de cultivo desarrollado por Moore et. al. en “Roswell Park Memorial Institute” 
RT-PCR: del inglés “Reverse Transcriptase PCR”  





SCC: del inglés “Squamous Cell Carcinoma” 
SDS: del inglés “Sodium Dodecyl Sulfate” 
SDS-PAGE: del inglés “SDS-Polyacrilamide Gel Electrophoresis”  
Src: del inglés “Rous sarcoma virus kinase” 
STI: del inglés “Soybean Trypsin Inhibitor” 
SV40: del inglés “Simian Virus 40” 
SUMO: del inglés “Small Ubiquitin-related MOdifier” 
TAE: Tris-Acetato-EDTA 
TBS-T: Tris Buffer Salino con detergente Tween-20 
TMA: del inglés “Tissue Micro Array” 
TP53: del inglés “Tumor Protein 53” 
UV: radiación UltraVioleta 
wt: del inglés “wild type”  
x g: veces la fuerza de la gravedad 




51PK: del inglés “51-kDa Protein Kinase” 
  
Aminoácidos: 
A Ala Alanina     C    Cys    Cisteína 
D Asp Aspartato     E    Glu    Glutámico 
F Phe Fenilalanina     G    Gly    Glicina 
H His Histidina     I    Ile    Isoleucina 
K Lys Lisina      L    Leu    Leucina 
M Met Metionina     N    Asn    Asparagina 
P Pro Prolina      Q    Gln    Glutamina 
R Arg Arginina     S    Ser    Serina 
T Thr Treonina     V    Val    Valina 
W Trp Triptófano     Y    Tyr    Tirosina  
 
Bases nitrogenadas: 
A Adenina              C Citosina             G Guanina 
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